« 7 LI EG E Université de Lisge

) ey e Faculté de Médecine vétérinaire
universite Département des Maladies infectieuses et parasitaires
Service de Bactériologie vétérinaire et maladies bactériennes animales

Etude des virulotypes et des relations phylogénétiques
de souches d’Escherichia coli Shigatoxinogenes et
Entéropathogénes O80:H2 et transduction du géne
stx2d médiée par le bactériophage Stx

Virulotypes and phylogenetic relationships

study between O80:H2 Shigatoxigenic and
Enteropathogenic strains of Escherichia coli and
Stx bacteriophage mediated stx2d gene transduction

Audrey Habets

These présentée en vue de 1’obtention du grade
de Docteur en Sciences Vétérinaires

Année académique 2022-2023







universite

ACADEMIE UNIVERSITAIRE WALLONIE-EUROPE
UNIVERSITE DE LIEGE
FACULTE DE MEDECINE VETERINAIRE
DEPARTEMENT DES MALADIES INFECTIEUSES ET PARASITAIRES

SERVICE DE BACTERIOLOGIE VETERINAIRE ET MALADIES BACTERIENNES ANIMALES

Etude des virulotypes et des relations phylogénétiques de souches
d'Escherichia coli Shigatoxinogénes et Entéropathogénes O80:H2 et
transduction du géne stx2d médiée par le bactériophage Stx

Virulotypes and phylogenetic relationships study between O80:H?2
Shigatoxinogenic and Enteropathogenic strains of Escherichia coli and Stx
bacteriophage mediated stx2d gene transduction

Habets Audrey

THESE PRESENTEE EN VUE DE L’OBTENTION DU GRADE DE

Docteur en Sciences vétérinaires

ANNEE ACADEMIQUE 2022-2023



Illustrations de couverture :

Photographie d’un bovin : Copyright, Agricultures et Territoires, Chambres d’agriculture Centre-Val

de Loire

Photographie d’un bactériophage avec bactérie : Copyright, News medical life sciences, Andrea

Dati, Shutterstock



A mes amis...

A ma famille...



Remerciements

Remerciements

Au terme de ce long, périlleux mais enrichissant parcours de vie, j’aimerais avant tout, sincerement
remercier le Professeur Jacques Mainil ainsi que le Professeur Damien Thiry ancien et nouveau chef du
service de Bactériologie de la faculté¢ de médecine vétérinaire de I’Université de Liege. Merci de m’avoir
si bien accueillie dans ce service. Je voudrais les remercier pour leur aide, leurs conseils ainsi que pour
leur encadrement qui m’ont permis de réaliser ce travail et de progresser énormément au cours de ces
quatre années. Je souhaite également les remercier de m’avoir orientée dans mes réflexions, mes

expériences, et d’avoir pris le temps de répondre a mes questions.

J’aimerais également remercier les membres de mon comité de thése, notamment le Professeur Rob
Lavigne de la KU Leuven ainsi que le Professeur Eric Cox de 1I’Université de Gand pour leurs précieux

conseils.

A tous les membres du laboratoire de Bactériologie, particuliérement a Duprez J.-N. pour ses conseils
techniques et pour la patience dont il a fait preuve. Sans oublier mes co-doctorants : Céline Antoine,
Fanny Laforét, Rie Ikeda, Salomé¢ Desmecht, Cyrille Ngassam, Virginie Guérin, Caroline Léonard,
Margaux Navez mais aussi Juliette Pozzi une secrétaire hors pair, sans qui je n’aurais pas eu I’occasion

d’avoir autant d’échanges constructifs mais également de plaisir partagé.

J’aimerais aussi remercier I’ensemble des membres de la « Faune sauvage », pour I’ambiance ainsi que

pour les nombreuses discussions.

Pour la premiére partie de ce travail, merci au Docteur vétérinaire Saulmont Marc (ARSIA), pour la
mise a disposition de nombreuses souches bactériennes, le matériel de base de ce travail. Mais également
au laboratoire de ’ANSES de Pouflagran (France), pour le séquencage et la réalisation des contigs.
Merci aussi au Professeur Atsushi Iguchi (Université de Myazaki, Japon) pour le sérogroupage de
certaines souches. Pour la seconde partie de ce travail qui concerne les bactériophages, merci au centre
de microscopie et d'imagerie moléculaire de Gosselies en particulier au Dr Marjorie Vermeersch pour
les images en microscopie ¢électronique a transmission. Merci aussi au laboratoire de technologie des
genes de I’Université de Louvain en particulier au Dr Jeroen Wagemans pour le séquengage du génome

du phage et des souches transduites ainsi que I’aide pour 1’analyse des séquences.
A ma famille et mes amis, qui m’ont soutenue et encouragée dans ce projet.

Ce projet de recherche est financé par le SPF Santé publique, Sécurité de la Chaine Alimentaire et
Environnement (Projet RT16/VTEFFECT) et par les Fonds Spéciaux de la Recherche ULi¢ge (Project
HYBRID COLI 080).



Abréviations

Abreviations

°C : Degré celcius

pL : Microlitres

A/E : Attachement/Effacement

AA : Aggregative adherence

AAF : Aéro-anaérobie facultatif

ADN : Acide désoxyribonucléique

AEEC : Escherichia coli attachant-effacant
AE-STEC : E. coli entérohémorragique

Agga : Adhérence aggrégative

AgH : Antigene flagellaire H

AgK : Antigéne capsulaire K

AgO : Antigéne somatique O

AL : Adhérence localisée

APEC : E. coli pathogene aviaire (4Avian pathogenic Escherichia coli)
AQP : Aquaporines

ARN : Acide ribonucléique

ARSIA : Association Régionale de Sant¢ et d’Identification Animale
BFP : Bundle Forming Pili

BREX : Bacteriophage exclusion

CC : Complexe clonal

Ces : Chaperone for E. coli secreted protein

CFU : Colony-forming unit, unité formant colonie
cgMLST : Core genome MLST

CH : Colite hémorragique

CRISPR-Cas 9 : Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats-Associated $

Ct: Cycle treshold

DA : Diffuse-Adherence

DAEC : E. coli a adhésion diffuse
DEC : E. coli diarrheagenic

DPI : Days post-inoculation

E. coli : Escherichia coli

Eae : Intimine

EAEC : E. coli entéro-aggrégatifs
EAF : EPEC Adhesion Factor
EDP : Edema Disease Principle



EF : Facteur d’¢longation

EAggEC : E. coli entéroaggrégative
ehxA : Entérohémolysine A

EFSA : European Food Safety Authority, Autorité européenne de sécurité des aliments
EHEC : E. coli entérohémorragique
EIEC : E. coli entéroinvasif

EPEC : E. coli entéropathogene
tEPEC : EPEC typique

aEPEC : EPEC atypique

Esc : E. coli secretion protein

Esp : E. coli secreted protein

ETEC : E. coli entérotoxinogene
ExXPEC : Pathogenes extra-intestinaux
FV : Facteurs de virulence

HC : Colite hémorragique

HCP : Hemorragic coli pilus

Tha : IrgA homologue adhesin

InPEC : Pathogénes intestinaux
IRTKS : Insulin receptor tyrosine kinase substrate
LAL : Localized Adherence-like

LB : Luria-Bertani

LEE : Locus of Enterocyte Effacement
Lpf: Long polar fimbriae

LPS : Lipopolysaccharides

LT : Entérotoxine thermolabile

Map : Mitochondrial associated protein
MAT : Microangiopathie thrombotique
MDR : Bactéries multirésistantes

MF : Matieres fécales

mg : Milligrammes

min : Minutes

mL : Millilitres

ML : Maximum de vraisemblance
MLST : MultiLocus Sequence Typing
mM : Millimolaire

MTase : Méthylase



NHE3 : Echangeur sodium-hydrogeéne
NMEC : E. coli responsable de méningites néonatales
Nle : Non LEE-encoded effector

NTEC : E. coli nécrotoxigéniques

OD : Optical density

OMV : Vésicules de la membrane externe
OREF : Open Reading Frame

Paa : Porcine attaching and effacing associated
PAI : Pathogenicity Island

Pb : Paire de base

PBS : Phosphate buffered saline

PCR : Polymerase Chain Reaction

PEG : Polyéthylene glycol

pH : Potentiel Hydrogene

PPT : Purpura thrombotique thrombocytopénique
PSN : Polymorphisme d’un seul nucléotide
gPCR : Quantitative PCR

RAMS : Recto-anal mucosal swabbing
REase : Endonucléase

R-M : Restriction-modification

Rpm : Rotation par minute

Saa : STEC autoagglutinating adhesine
SePEC : E. coli septicémiques

SGLT : Transporteur sodium glucose

SHU : Syndrome Hémolytique et Urémique
ST : Entérotoxine thermostable

STEC : E. coli shigatoxinogene

Stx : Toxine de Shiga

T3SS : Systéme de sécrétion de type 111
T4P : Pilus de type 4

Tir : Tyrosine phosphorylated protein

UE : Union Européenne

UFC : Unité Formant Colonie

ULiege : Université de Liege

UPEC : E. coli uropathogeéne

UV : Ultraviolet



VTEC : E. coli vérotoxinogene
Vitx : Vérocytotoxine

VWR : Van Waters and Rogers
wgMLST : Whole genome MLST

WGS : Whole genome sequencing, séquencage du génome complet



“Les aptitudes sont ce que vous pouvez faire. La motivation détermine
ce que vous faites. Votre attitude détermine votre degré de réussite”.

Karl Max



Table des matieres




Table des matiéres

Résumé — Abstract 2
Préambule général 7
Introduction 11
1. Escherichia coli 11
Lo STIUCEUIE ottt e st e et e e st e e sabeeeeeeabeee 11

1.2. E. coli commensal et pathogene : notion de classification................c.oooiiiiiiinn. 13
1.2.1.Classification SElon 1€ SETOLYPE .....cccuvvireiriirreeiiiieeeriieeeeriiteeesirree e e rreeeeeereeeeenenes 13
1.2.2.Classification selon le phylogroupe.........cccuviievriiieeiriiieeiiiiee et 14
1.2.3.Classification selon le pathotype..........covviiiiiiiii e 14
1.2.4.Classification selon les types séquentiels ou sequences types (ST)........covvvinnnnnn 17

1.3. E. coli en tant qu’agent pathogene chez les bovins .............cccoviviiiiiiiiiiiiinii e, 17
1.3.1.Infections par E. coli ChezZ 1€S VEAUX.........o.vitiiriiiii i 17

2. E. coli entéropathogénes (EPEC) et E. coli productrices de toxines de Shiga (STEC) ..... 19
2.1. Présentation des EPEC ........oooiiiiiiiiiii e 19
2.2. Présentation des (AE)-STEC ........oooooiiiiiiiiiee ettt e siee e etee e e eerae e s e ssnraeeeans 20
B0 N o T A0 T 0 o1 e L0 T 24

0200 B Y L1<) 1 1) 0L 25

2.3. Facteurs de VITUIETICE .......couuiiiiiie ittt et e e e 27
2.3.1.Adhérence initiale. ... ....ouoniniie i 27
2.3.2.Locus of enterocyte effacement (LEE)............ccoooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie e, 27
2.3.3.Lesysteme de secretionde type IIL..........coooriiiiiiiii e 29

B B DI 1 F o110 11 T 31
2.3.5.Autres facteurs de VITUIENCE. . ......ouiuiinii i 34

2.4. O80:H2, un SErotype EMEIZENT. ... .ouuiinttitt ettt et ettt eaeeae 37

3. Les bactériophages....ccovevuviiiuiiniiiiiiieiiuieiinioiietiaisaisstosiossssssssasssssssssssssssssas 39
TR O = 10} o a1 39
3.2. Structure et classification. ...........ooiuiiiitit e 41
3.2.1.Morphologie geneérale............c.ooeiiiiiiiiiiiii i 41
3.2.2.GEN0ME VITAL. ..ttt 41
3.2.3.DIVerSite des CaPSIACS. . .vuuetintitte et ettt et e 42

G TR 210121 ( 43

3.4. Les différents types de réplication..........c.oveiriiiiitit it 45



Table des matiéres

TR B I o (ST 1 1 1< 46
3.4.2.LeCyCle LySOZENIQUE. ... uviet ettt et et ettt et e e e e e et e e e 48

343,188 AULTES CYCLES. . utintttt ettt ettt et e e et 48

4. LeS Phages StX...oiiiiiieiiieiiiiiieiiieiieiiieiiietiiaietieieetestsesssestsestsesssrssssssnsssnsonssoses 49
4.1. Morphologie des Phages StX.......ouiiuiiriii e e e eeneaas 49

4.2. Systéme d’intégration sSpécifique du SIte.........oevviiiiiiii i, 51

4.3. Les sites d’insertion des Phages StX.....o.veiriiiiiiiitit i ee e 53

4.4, Induction des PRages StX........iuiiiititii e 53
4.4.1.Systemes d’induction des Phages........c.vvvvvriiiriiiii i 53

4.4.2. Autre voie Rec-A indépendante.............oeviiiiiiiiiii i 54
4.4.3.IndUCHION SPONLANEE. .. ...\ttt ettt et et et et et et e et et eeeneeneensensaneeneans 54

4.4.4 Facteurs déclenchants 'induction..............cooeviiiiiiiiiiiiii e 54

5. Meécanismes de résistance aux bactériophages.........ccccveiveiiiiiiiiiiiiiieiiiiiiiiicieceecnnns 56
5.1, Adaptations deS TECEPIEUIS. .. .uvntit ettt et et et et et e et et et et et etereteeneeeaneeneans 56

5.2. Systemes de défense de 'hote. ........ovviiiniii e 57

6. Modéle de Galleria mellonnella.............................c.c.cciiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii, 58
Objectifs 60
Section expérimentale 61

Etude 1 : Genetic characterization of Shigatoxigenic and enteropathogenic Escherichia coli O80:H2

from diarrhoeic and septicaemic calves and relatedness to human Shigatoxigenic E. coli O80:H2.65

Etude 2 : Identification of Shigatoxigenic and Enteropathogenic Escherichia coli serotypes in
healthy young dairy calves in Belgium by recto-anal mucosal

L1 0] 01 V0RO 77

Etude 3 : Phage-mediated Shiga-toxin (Stx2d) gene transduction from O80:H2 Shiga toxigenic

Escherichia coli (STEC) to non-STEC strains and in vivo virulence assessment..................... 90
Discussion - Perspectives 115
Annexe 126

Etude 4 : Identification of five serotypes of enteropathogenic Escherichia coli from diarrheic calves

and healthy cattle in Belgium and comparative genomics with Shigatoxigenic E. coli .............. 129

Bibliographie 146



Résume - Summary




Résumé

Reésume

Récemment, un pathotype d'Escherichia coli O80:H2 trés virulent et peu commun, portant les génes de
la toxine de Shiga (stx), le sous-type rare de I’intimine eael, et des génes associés au plasmide pS88 des
E. coli pathogénes extraintestinaux (EXPEC) a été décrit en Europe. Celui-ci est impliqué dans le
syndrome urémique et hémolytique (SHU) avec bactériémie chez I’homme et il est devenu le deuxiéme
sérotype d’E. coli shigatoxinogenes (STEC) le plus fréquemment isolé en 2016 en France (Bruyand et
al., 2019). Il est également le troisieme sérotype d’E. coli entérohémorragiques (AE-STEC) le plus
fréquemment isolé parmi les cas de SHU en Europe en 2019 chez ’homme (EFSA 2021). Des E. coli
entéropathogenes (EPEC) O80:H2 ont de plus été détectées chez des jeunes veaux diarrhéiques (Thiry
etal., 2017) ; des AE-STEC O80:H2 ont également été détectées, bien que plus rarement chez des bovins
adultes (Blanco et al., 2004 ; Cointe et al., 2018) ainsi que chez un veau diarrhéique en 1987 en Belgique
(Thiry et al., 2017 ; De Rauw et al., 2019). L’objectif général de cette thése a été de poursuivre
I’identification du sérotype O80:H2 parmi des souches EPEC et AE-STEC isolées de veaux malades et
sains en Belgique, d’étudier leur virulence et de mieux comprendre le role du phage Stx2d dans la

pathogénicité et dans I’évolution de ces souches.

L’objectif de la premicre étude a été d'identifier le sérotype O80:H2 parmi des EPEC et AE-STEC
isolées de veaux diarrhéiques et septicémiques et de comparer génétiquement ces AE-STEC bovines
avec les AE-STEC O80:H2 humaines.

Dans cette étude, dix AE-STEC et 21 EPEC O80 ont été identifiées a partir de féces, de contenus
intestinaux et d'un rein de veaux diarrhéiques ou septicémiques. Leurs génomes ont été séquences et
comparés a 19 AE-STEC humaines. Elles appartenaient toutes au sérotype O80:H2 et au ST301,
hébergeaient le gene eael, et 23 des 29 AE-STEC contenaient le géne stx2d. D'un point de vue
phylogénétique, elles étaient réparties en deux sous-lignées principales : I'une comprenait une majorité
d'EPEC bovines tandis que la seconde comprenait une majorit¢é d’AE-STEC bovines et humaines

comprenant le gene stx2d.

Les AE-STEC, les EPEC et les STEC sont portées par les bovins adultes sains dans leur tractus intestinal,
plus particuliérement dans le colon a la hauteur de la jonction recto-anale (Beutin et Fach, 2015).
L'objectif de la seconde étude a été d'évaluer la présence du sérotype O80:H2 dans des souches AE-
STEC et EPEC isolées de veaux laitiers sains 4gés de moins de 6 mois prélevés par écouvillonnage au
niveau la muqueuse recto-anale (RAMS) dans trois exploitations.

Dans cette étude, 233 RAMS ont été prélevés a trois occasions consécutives sur des veaux Holstein et
ont été soumis a une PCR ciblant les génes eae, stxI et stx2. Au total, 148 RAMS positifs ont été

ensemenceés sur quatre milieux gélosés (semi-)sélectifs ; sur les 2146 colonies testées, 294 provenant de
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69 RAMS ont été confirmées par PCR comme étant des AE-STEC, EPEC ou STEC avec une majorité
d’AE-STEC (73 %). Aucun isolat n’¢tait positif pour le sérogroupe O80.

Les genes de la toxine de Shiga (stx) ont été transférés a de nombreuses bactéries, dont 1'une est E. coli
O157:H7 (Wick et al., 2005). Le point crucial de la virulence des STEC réside dans le fait que les toxines
de Shiga ne sont pas codées par un géne chromosomique d’E. coli mais que leurs geénes stx sont situés
dans les génomes de bactériophages qui se trouvent dans leurs hotes en tant que prophages (Los et al.,
2011). Les études d'acquisition et de stabilité du phage Stx sont donc cruciales en termes de santé
publique et animale.

Les objectifs de cette troisiéme étude ont été d'isoler et de caractériser le phage Stx2d d’une souche
STEC 080:H2, d'étudier la transduction du géne médiée par ce phage vers des souches non-STEC et
ensuite, d’évaluer la survie de larves de Galleria mellonella inoculées avec ces souches transduites.
Trois phages tempérés ont été induits et isolés de souches STEC bovine O80:H2 par rayonnement UV.
Le geéne stx2d d’un de ces phages a ét¢é transduit dans cing souches non-STEC et son génome a été
analysé. Trois souches : K12-MG1655, K12-DH5a et O80:H26 ont été transduites avec succés. Ces
transferts ont été confirmés par une PCR ciblant le géne stx2d. L’ ADN génomique du phage a ét¢ extrait
puis analysé. Le phage fait partie de la classe des Caudoviricetes, il est stable dans les nouvelles souches
STEC apres trois repiquages successifs et présente des résistances a température et a pH modérés. Son
génome présente de nombreuses protéines impliquées dans le cycle lysogénique. Les expériences en
modele Galleria mellonella ont montré que les souches transduites provoquaient des taux de mortalité

significativement plus élevés que les souches non transduites respectives.

En conclusion, non seulement les EPEC mais aussi les AE-STEC O80:H2 sont présentes chez les veaux
diarrhéiques et septicémiques en Belgique et sont génétiquement apparentées aux AE-STEC humaines.
Les jeunes veaux laitiers en bonne santé sont des porteurs sains d'AE-STEC et d'EPEC en Belgique ; le
sérotype O80:H2 restant non identifié a ce jour dans cette catégorie d’animaux.

Ces résultats confirment la nécessité de comprendre 1'évolution des AE-STEC bovines et humaines et
des EPEC O80:H2. Pour cela, I’étude sur le transfert de géne de la toxine de Shiga médiée par le phage
Stx2d a montré que celui-ci peut étre transféré a des souches non-STEC et contribuer a leur virulence
dans le mode¢le des larves de Galleria mellonella. La surveillance des souches (AE)-STEC O80:H2 est
essentielle au vu de leur présence dans certaines catégories d’animaux et du risque potentiel représenté

par la transduction du geéne stx.
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Recently, a highly virulent and uncommon Escherichia coli O80:H2 pathotype carrying the Shiga toxin
genes (stx), the eael intimin subtype, and pS88 associated genes plasmid of extraintestinal pathogenic
E. coli (EXxPEC) has been described in Europe. This pathotype is involved in uremic and hemolytic
syndrome (HUS) with bacteremia in human and became the second most common Shigatoxinogenic E.
coli (STEC) serotype isolated in 2016 in France (Bruyand et al., 2019). It also represents the third most
frequently isolated enterohaemorrhagic E. coli (AE-STEC) serotype among human HUS cases in Europe
in 2019 (EFSA 2021). Enteropathogenic E. coli (EPEC) O80:H2 have also been detected in young
diarrheic calves (Thiry et al., 2017) ; AE-STEC O80:H2 were also detected in adult cattle (Blanco et al.,
2004 ; Cointe et al., 2018) and in a diarrheic calf in 1987 in Belgium (Thiry et al., 2017 ; De Rauw et
al., 2019) but much more rarely. The general objective of this thesis was to pursue the identification of
the O80:H2 serotype among EPEC and AE-STEC isolated from diarrheic and healthy calves in Belgium,
to study their virulence and to better understand the role of Stx2d phage in the evolution and

pathogenicity of these strains.

The aim of the first study was to identify O80:H2 serotype among EPEC and AE-STEC isolated from
diarrheic and septicemic calves and to genetically compare these bovine AE-STEC with human AE-
STEC 0O80:H2. In this study, ten AE-STEC and 21 EPEC O80 were identified from faeces, intestinal
contents, and a kidney of diarrheic or septicemic calves. Their genomes were sequenced and compared
to 19 human AE-STEC. They all belonged to the O80:H2 serotype and ST301, harboured the eael gene,
and 23 of the 29 AE-STEC contained the stx2d gene. Phylogenetically, they were distributed in two
major sub-lineages: one comprised a majority of bovine EPEC whereas the second one comprised a

majority of stx2d bovine and human AE-STEC.

AE-STEC, EPEC and STEC are carried by healthy adult cattle in their intestinal tract, especially in the
colon at the recto-anal junction (Beutin and Fach, 2015). The purpose of the second study was to evaluate
the presence of O80:H2 serotype of AE-STEC and EPEC in healthy dairy calves aged under 6 months
by swabbing their recto-anal mucosa (RAMS) in three farms. In this study, 233 RAMS were collected
on three consecutive times from Holstein calves and submitted to PCR targeting eae, stx/ and stx2 genes.
A total of 148 positive RAMS were streaked on four (semi-)selective agar media; of the 2146 colonies
tested, 294 from 69 RAMS were PCR-confirmed as AE-STEC, EPEC or STEC with a majority of AE-
STEC (73%). No isolate was positive for O80 serogroup.

Shiga toxin (s#x) genes have been transferred to several bacteria, such as E. coli O157:H7 (Wick et al.,
2005). A main point about virulence in STEC is that Shiga toxins are not encoded by a chromosomal

gene but stx genes are located in the genomes of bacteriophages present as prophages in their hosts (Los
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et al., 2011). Stx phage acquisition and stability studies are therefore crucial in terms of animal and
public health. The aims of this third study were to isolate and characterize the Stx2d phage from a STEC
080:H2 strain, to study the transduction of the s¢x gene mediated by this phage to non-STEC strains and
then to evaluate the survival of Galleria mellonella larvae inoculated with these newly transduced
strains. Three temperate phages were induced and isolated from a bovine O80:H2 STEC strain by UV
radiation. The stx2d gene of one of these phages was transduced into five non-STEC strains and its
genome was analyzed. Three strains: K12-MG1655, K12-DH50 and O80:H26 were successfully
transduced. These transfers were confirmed by PCR targeting the stx2d gene. Phage DNA was extracted
and analyzed. The phage belongs to the Caudoviricetes class, is stable in the new STEC strains after
three successive subcultures and exhibits resistance to moderate temperature and pH. Its genome
presents many proteins involved in the lysogenic cycle. Galleria mellonella model experiments showed
that the transduced strains caused significantly higher mortality rates than the respective unconverted

strains.

In conclusion, not only EPEC but also AE-STEC O80:H2 are present in diarrheic and septicemic calves
in Belgium and are genetically related to human AE-STEC. Healthy young dairy calves are healthy
carriers of AE-STEC and EPEC in Belgium; O80:H2 serotype remains unidentified to date in this
animals category. These results confirm the need of understanding the evolution of bovine and human
AE-STEC and EPEC O80:H2. The Shiga-toxin gene transfer mediated by the Stx2d phage suggested its
contribution to the virulence of the non-STEC strains in the Galleria mellonella larvae model. The
080:H2 (AE)-STEC monitoring is essential due to its presence in specific animals categories and the

potential risk represented by the stx gene transduction.
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Escherichia coli (E. coli) est une bactérie présente dans le microbiote digestif de ’homme et de
nombreuses especes animales. Cependant, E. coli est aussi associée a des diarrhées (Lesage, 1897) ce
qui, a I’époque, était contradictoire par rapport aux postulats de Koch (Koch R, 1876 ; Koch R, 1882).
L’hypothese que I’espéce E. coli est hétérogene et comprend des souches pathogenes a c6té de souches
commensales a été émise par un vétérinaire danois, Carl O. Jensen (Jensen, 1893). Mais aucune méthode

ne permettait de les identifier.

En 1947, une premiére méthode d’identification des E. coli diarrhéiques a été développée par Kauffman
qui décrit un schéma de sérotypage des souches d’E. coli basé sur les antigénes somatiques (O),
flagellaires (H) et capsulaires (K) (Kauffman, 1947). Le terme Escherichia coli « entéropathogene »
(EPEC) a été introduit pour la premiére fois en 1955 pour qualifier ’ensemble des souches d'E. coli
impliquées dans les diarrhées infantiles dans les années 1940 et 1950 (Neter et al., 1955). La définition
de ce terme a cependant changé avec le temps en fonction de la découverte des divers mécanismes de
pathogenése de ces souches. A la fin des années 1960 et au début des années 1970, deux types d'E. coli
« entéropathogenes » ont été décrits : (i) les souches démontrant une invasion de type Shigella qui ont
¢té appelées E. coli entéro-invasif (EIEC) (Figure 1) ; (ii) les souches produisant des entérotoxines
thermostables (ST) et/ou une thermolabile (LT) qui ont été appelées E. coli entérotoxinogenes (ETEC)
(Figure 1). La définition du terme « entéropathogenes » (EPEC) devenait plus restreinte et qualifiait des
lors « des E. coli diarthéiques appartenant a des sérogroupes épidémiologiquement incriminés comme
pathogenes, mais dont il n'a pas été prouvé que les mécanismes pathogeénes soient liés soit aux
entérotoxines thermolabiles (LT) ou thermostables (ST) ou a I'envahissement de type Shigella »
(Edelman et Levine, 1983 ; WHO, 1980). La confirmation que ces souches EPEC sont pathogeénes est
venue grace a des études réalisées sur des volontaires humains (Levine et al.,1987). Aujourd’hui,
I’ensemble des souches associ¢es a des diarrhées sont regroupées sous le terme « diarrhéogenes » et

sous I’acronyme DEC.

En 1979, la premiére caractéristique phénotypique autre que le sérotypage associée aux EPEC a été
'observation de Cravioto (Cravioto et al., 1979) selon laquelle 80% des souches EPEC adhérent aux
cellules HEp-2 en culture, alors que la majorité des souches non EPEC n’y adhérent pas. Par la suite,
des différences dans les schémas d'adhérence ont été observés (Scaletsky et al., 1984 ; Nataro et al.,
1987) : une adhérence localisée en microcolonies (LA), une adhérence diffuse (DA) sur I’ensemble de
la surface cellulaire et une adhérence aggrégative (AggA) en « tas de briques ». Les schémas DA et
AggA sont aujourd’hui associés a deux nouvelles catégories d’E. coli diarrhéogenes : E. coli a adhérence
diffuse (DAEC) et E. coli entéro-aggrégatifs (EAEC) (Figure 1) (Mainil et Fairbrother, 2014). Baldini
et ses collaborateurs (Baldini et al., 1983) ont ensuite montré que I’adhérence LA de la souche EPEC

E2348/69 (0O127:H6) est associée a la présence d'un plasmide de haut poids moléculaire appelé plasmide
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« du facteur d'adhérence EPEC » (EAF). Ce plasmide EAF est hautement conservé dans les souches
EPEC présentant le schéma LA (Nataro et al., 1985a,b).

Une dernicre étape fut franchie en 1983, quand Moon et son équipe ont proposé le terme « attachement
et effacement » (A/E) pour décrire une lésion observée a hauteur des entérocytes dans des anses
intestinales ligaturées de porcs et de lapins inoculées avec des souches EPEC : perte de microvillosités
des entérocytes, attachement intime de la bactérie a la surface dénudée de ’entérocyte et formation de
piédestaux au niveau du site de fixation des bactéries (Moon et al., 1983). IIs ont aussi proposé le terme
« E. coli attachantes et effagantes » (AEEC) pour les désigner, mais ce terme n’est plus fréquemment
utilisé aujourd’hui. Cette lésion A/E est codée par un ensemble de génes regroupés dans un ilot de
pathogénicité présent sur le chromosome et appelé « Locus of Enterocyte Effacement » ou LEE

(Knutton et al., 1987).

Initialement définis par le sérotype et par I’absence des propriétés des EIEC et des ETEC, les EPEC
sont aujourd’hui définis comme des souches associées a des diarrhées, produisant la 1ésion A/E sur
I'épithélium intestinal, renfermant 1’1lot de pathogénicit¢ LEE mais ne produisant pas les toxines de
Shiga. Ces souches EPEC (Figure 1) sont subdivisées en souches « EPEC typiques » (tEPEC) présentes
chez ’homme et caractérisées par un schéma d’adhérence LA et la présence du plasmide EAF et en
souches « EPEC atypiques » (aEPEC) présentes chez ’homme et de nombreuses espéces animales et

caractérisées par un schéma d’adhérence LA-like et I’absence du plasmide EAF (Kaper, 1996).

Parallélement a ces différents travaux, deux épidémies de colites hémorragiques (HC) sévéres,
nécessitant une hospitalisation de 70% des malades, apparurent aux Etats-Unis au début des années 1980
apres la consommation de hamburgers insuffisamment cuits. Ces épidémies étaient associées a une
souche d’E. coli d’un sérotype particulier, O157:H7 (Pai et al., 1983). Par la suite, d’autres sérotypes
ont été décrits associés a ce syndrome. Ils ont en commun la production de cytotoxines apparentées a la
toxine de Shiga (Stx) de Shigella dysenteriae qui sont codées par des génes majoritairement présents
sur des bactériophages lambdoides intégrés sur le chromosome (Sekizaki et al., 1987) : ces souches sont
appelées E. coli Shigatoxinogenes (STEC). Ces toxines Stx d’E. coli sont identiques a d’autres toxines
découvertes quelques années plus tot au cours d’une étude menée sur les selles d’enfants atteints du
syndrome hémolytique et urémique (SHU) et mises en évidence sur des cultures de cellules Vero (cellule
rénale du singe vert d’Afrique), d’ou le nom « Verocytotoxine » (Vtx) (Konowalchuk et al., 1977) qui
est peu utilis¢ aujourd’hui. Cependant, les souches STEC sont hétérogeénes (Piérard et al., 2012) :
certaines présentes chez 1’homme produisent différents facteurs d’adhérence, tandis que d’autres
présentes chez ’homme et les ruminants produisent a la fois les toxines Stx et la Iésion AE. Ces derniéres
sont fréquemment associées aux HC et SHU chez ’homme et sont appelées E. coli entérohémorragiques
(EHEC) en médecine humaine (Figure 1). Dans ce manuscrit, ces souches seront appelées AE-STEC

pour refléter leurs principales caractéristiques microbiologiques. Pour étre complet, ajoutons que des
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souches STEC sont aussi présentes chez le porc. Elles appartiennent a des sérotypes particuliers,
produisent des adhésines spécifique du porcelet et sont responsables du syndrome « maladie de
I’cedeme » chez des porcelets récemment sevrés. Dés 1950, I’hypothése de I’intervention d’une toxine
est émise qui fut aussi appelée « Edema Disease Principle » ou EDP (Timoney, 1950 ; Dobrescu, 1983).
Cette toxine EDP fut identifiée a une toxine de Shiga en 1986 (Marques et al., 1986).

aggregative
adherence mucus
i :i i ” biofilm
intimate
attachment of
bacteria
actin R Delivery of cytotoxin
condensation
and microvillous
Delivery of LT or ST effacement
enterotoxins
delivery of shiga toxin
ETEC EHEC EAEC
N J L J L J
A
elongated

microvilli

initial adherence
via BFP

intimate
attachment

normal cytoplasm . invasion
actin
condensation 7

|
and microvillous phagosoma
rupture
effacement
lateral
spread to
adjacent
cell

intracellular
movement

| DAEC ) hEPEC ) \EIEC

Figure 1 : Schémas pathogéniques des E. coli diarrhéiques (Nataro et Kaper., 1998).
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Chapitre 1 Introduction

1. Escherichia coli

Le genre Escherichia a été dénommé d’apres le médecin pédiatre allemand Theodor Escherich (1857-
1911), qui, en 1885, a découvert dans des selles de nourrisson une bactérie en forme de batonnet. Ce
dernier lui donna le nom de Bacterium coli commune, soit bacille commun du c6lon (Escherich, 1885).
Cen’est qu’en 1958 que le nom de Escherichia coli (E. coli) lui a été attribué en mémoire de ce pédiatre

(Judicial Comission of the International Committee on Bacterilogical Nomenclature, 1958).

E. coli est une bactérie appartenant a la famille des Enterobactereacae. C’est un bacille a coloration
Gram négative, aérobie-anaérobie facultatif (AAF), possédant une nitrate réductase et une catalase mais
dépourvue d’oxydase. E. coli est une bactérie non sporulée, immobile ou mobile avec une structure
flagellaire péritriche. Sa température optimale de croissance est de 37°C et elle se réplique rapidement
(toutes les 20 minutes) par division cellulaire ou scissiparité (Quinn et al., 2016). Ces caractéristiques
sont utilisées pour sa recherche et son isolement dans I’environnement et 1’alimentation. L’espéce E.
coli est commensale du tube digestif des vertébrés, mais peut ¢également étre présente dans
I’environnement par contamination fécale. Elle représente plus de 90% des bactéries aérobies du
microbiote humain et se retrouve en proportions variables chez les différentes espéces animales
(Tenaillon et al., 2010). La niche écologique de cette bactérie se trouve dans la couche de mucus secrétée

par 1’épithélium du colon.

1.1 Structure

Sa structure est caractéristique des bactéries Gram négatives. La structure externe d’E. coli est composé
d’une bi-couche phospholipidique qu’est la membrane interne, d’un espace périplasmique ou se retrouve
la structure du peptidoglycane et d’une bi-couche hétérogene externe. Le feuillet externe de la membrane
contient une majorit¢ de molécules de lipopolysaccharides (LPS). (Figure 2a). Sur ces membranes
s’ancrent des fimbriae, des pili et des flagelles, bien que ces derniers ne soient pas toujours présents.
Ces structures possedent des rdles d’attachement aux muqueuses intestinales, de conjugaison
plasmidique et de mobilité. La membrane cytoplasmique protége le cytoplasme contenant un
chromosome unique d’ADN le plus souvent circulaire ainsi qu’un ou plusieurs plasmides (Figure 2b).
Ce chromosome peut lui méme é&tre porteur de bactériophages, transposons et de séquences d’insertion.

Certaines E. coli expriment également une capsule polysaccharidique (Quinn et al., 2016).
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Figure 2 : Structure de la paroi d’une bactérie Gram négative (2a) (Concise Review Vet Microbiol,
2nd Edition) et structure générale d’une bactérie (2a) (adaptée de Vet Microb and Microbial Diseases,

2nd edition et Prescott’s Microbiology, 11th Edition).
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1.2 E. coli commensal et pathogéne : notions de classification

Durant les années 1920 et 1930, plusieurs chercheurs essaycrent d'identifier les types spécifiques d’E.
coli responsables des entéropathies. Cependant, aucun progres significatif ne fut réalisé jusqu'a la mise
au point par Kauffmann, dans les années 1940, d'un schéma de sérotypage inspiré de celui des
salmonelles, permettant une classification des souches de 1’espéce E. coli basée sur les combinaisons de
certains antigénes de surface (Kauffmann, 1947 ; Who, 1980). Ainsi, a partir des années 1950, de
nombreuses souches d’E. coli appartenant a des sérotypes particuliers ont été répertoriées, chez I’homme
comme chez I’animal, comme étant des souches pathogenes responsables de pathologies diverses, allant
d’une simple diarrhée a des infections systémiques sévéres, parfois mortelles telles que septicémies,

cystites, pyélonéphrites, méningites, arthrites, ... (Kaper et al., 2004).

Les nombreuses variations dues aux phénomeénes d’acquisition et de délétion de geénes ont eu pour
conséquence une grande diversité des génomes. Plusieurs approches génétiques ont permis, depuis
plusieurs années, 1’élaboration de classifications de I’espéce E. coli, indépendantes des notions de
commensalité et de pathogénicité. Plusieurs classifications ont ainsi été proposées, se basant sur des

caractéristiques différentes.

1.2.1 Classification selon le sérotype

Comme toutes les autres entérobactéries, E. coli possede trois antigénes majeurs de surface. L’antigéne
somatique O (AgO) qui signifie « Ohne Kapsul » est un composant du lipopolysaccharide qui entre dans
la composition de la membrane externe des bacilles Gram négatifs. Les génes codant les enzymes
impliquées dans la synthése des AgO sont regroupés dans le cluster de genes 7fb. L’antigéne flagellaire
H (AgH) qui signifie « Hauch » est de nature protéique et représente le flagelle permettant la mobilité
de la bactérie. Certaines souches peuvent perdre leur mobilité par perte d’expression du flagelle : elles
sont alors classées comme non mobiles (NM ou H-). L’antigéne capsulaire K (AgK) qui signifie
Kauffmann ou « Kapsul » est un polysaccharide de surface. Il est présent de facon inconstante, mais
bloque la reconnaissance de 1’antigéne O par des anticorps et donc le sérogroupage quand il est présent.
Les capsules sont divisiées en quatre groupes selon leur composition et biosynthése (Whitfield et al.,
1999). L’identification des antigénes O:K:H a permis de différencier des souches pathogénes entre elles
et des souches commensales. En effet, certains sérotypes O:K:H ne sont jamais, ou rarement, associés a
des maladies tandis que d’autres le sont trés fréquemment (Beutin, 1999). La détection par génétique
moléculaire des genes impliqués dans la biosynthése de I’AgO (wzx, wzy, wzm et wzt) et des genes fliC,
kA, flIA, flmA et fIn pour I’AgH est un moyen d’identifier le sérotype des souches (Wang et al., 2003).
Il existe un nombre considérable de combinaisons puisqu’il y a prés de 188 antigénes O, environ 74

antigénes K, 56 antigénes H (Joensen et al., 2015 ; Mainil et Fairbrother, 2014 ; Furevi et al., 2020).
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1.2.2 Classification selon les phylogroupes

Cette classification est basée sur le génome d’E. coli, il existe 8 phylogroupes principaux : A, B1, B2,
C,D, E, Fet G (Clermont et al., 2019). Ces phylogroupes correspondent a des lignages phylogénétiques
majeurs et peuvent étre identifiés par PCR multiplex ou in silico sur base des séquences génomiques
(Beghain et al., 2018 ; Clermont et al., 2013). En 1984, les travaux d’Ochman et Selander ont permis de
répartir les souches d’ E. coli en quatre grands groupes phylogénétiques A, B1, B2 et D par 1’analyse du
polymorphisme électrophorétique de 11 enzymes métaboliques de 2 600 souches isolées chez I’homme
et des animaux et provenant des différents continents (Ochman et Selander 1984). Cette classification
n’a cessé de s’affiner avec I’apparition de nouveaux phylogroupes C, E, F et G (Clermont et al., 2019).
Les phylogroupes A et B1 sont les plus répandus car ils se retrouvent chez tous les vertébrés et parfois
dans I’environnement (Touchon et al., 2020). Cette classification est trés utile d’un point de vue
¢pidémiologique, puisque la prévalence des phylogroupes varie selon I’espece considérée. Ainsi, chez
I’étre humain, le groupe A est prédominant (40,5%), suivi par le groupe B2 (25,5%), tandis que chez les
autres mammifgres, ¢’est le groupe B1 qui domine (41%), suivi par les groupes A (22%) et B2 (21%)
(Beghain et al., 2018). De plus, dans ’espéce humaine, les groupe B2 et D sont associés aux E. coli
pathogenes extra-intestinales, tandis que les phylogroupes A et Bl sont plutdt commensaux (Touchon

et al., 2020 ; Duriez et al., 2001).

1.2.3 Classification selon le pathotype

La classification des E. coli en pathovars (ou pathotypes) est liée a la capacité des E. coli pathogenes a
posséder plusieurs stratégies de virulence entrainant des troubles pathologiques. Il existe actuellement
dix pathovars d’E. coli pathogénes qui peuvent étre classés en deux groupes, les E. coli intestinaux ou
« diarrheagenic » (DEC) et les E. coli extra-intestinaux (ExPEC). Les DEC comprennent sept pathovars
responsables des troubles intestinaux : les E. coli entéropathogeénes (EPEC), les E. coli productrices de
toxines de Shiga (STEC, y compris les E. coli entérohémorragiques ou AE-STEC), les E. coli
entérotoxinogénes (ETEC), les E. coli entéroinvasifs (EIEC), les E. coli entéroaggrégatifs (EAEC ou
EAggECQ), les E. coli a adhésion diffuse (DAEC) et le dernier pathovar, identifié plus récemment, les E.
coli nécrotoxigéniques (NTEC). Le second groupe (EXPEC) est constitué de trois pathovars principaux,
les E. coli septicémiques (SePEC), les E. coli aviaires (APEC) et les E. coli uropathogeénes (UPEC)
(Tableau 1).

Il existe donc une trés grande et complexe diversité d’E. coli responsables de troubles intestinaux avec
des mécanismes d’adhésion et d’action tres différents selon les pathovars. Cette diversité est due aux
¢changes d’ADN entre bactéries permis par les différents systémes de transfert horizontaux tels que la

conjugaison, la transformation et la transduction.
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Tableau 1 : Pathotypes d’Escherichia coli et facteurs de virulence associés pouvant étre détectés chez les bovins ou chez ’homme, adapté de Mainil et

Fairbrother, 2014

Primary Secondary
Classification Name (acronym) Clinical signs and diseases Most revelant virulence properties
hosts hosts
Ruminants Healthy carriers Fimbrial adhesins (F2 to F6, F17a, F18, F41);
EnteroToxigenic ‘s d ’ / Waterv diarthoea i b afimbrial adhesin (AIDA); heatstable (STa, STb)
(ETEC) P18S, COES, atery diafrhoea in Newborm and heat-labile (LT1, LT2) enterotoxins; a-
humans (ruminants, piglets, pups, haemolysin (a-Hly)
babies); travellers’ diarrhoea Y Y
. All Healthy carriers . . .
EnteroPathogenic mammals, / Attaching and effacing (A/E) lesion; type 4 BFP
(EPEC) nlllcludmg Undifferentiated diarrhoea fimbriae of human typical (t)EPEC
umans
NTECI: all
Diarrhoaegenic mammals, . ) Cytotoxic Necrotising Factors (CNF) 1/2;
E coli (DgEC) NecroToxigenic including / it 2;2;%3?:;&1:?3;11&1 Cytolethal Distending Toxin III (CDT-III); a-
' (NTEC) humans; trafts infections. se ticaemg Hly; fimbrial (Pap/Prs, Sfa/F1C and F17b/c) and
NTEC2: - S°P afimbrial adhesins (AFA family)
ruminants
. . Diarrhoea & extra- intestinal
Diffusely Adherent Animals, / infections (urinary tract Afimbrial adhesins: AFA family and AIDA
(DAEC) humans . . . .
infections, septicaemia)
Enterolnvasive Humans, / . T
(EIEC) primates Dysentery Invasion of and multiplication in the enterocytes
EnteroAggregative Fimbrial adhesins (AAF/Hda); toxins (Pet,
(EAggEC ou Humans / Diarrhoea EAST, ShET1); transcriptional activator gene
EAEC) (aggR)
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Healthy carriers
Young A/E lesion; Verotoxins (VTx) play no role in
ruminants, Undifferentiated acute or ruminants
Attaching / especially Dogs chronic diarrhoea
Effacing calves
VeroToxigenic Diarrhoea, haemorrhagic
(AE-STEC) Humans colitis (HC), haemolytic AJE lesion; Verotoxins (Vtx) 1/2
uremic syndrome (HUS)
VeroToxigenic Ruminants
TE = . . .
(VTEC ou STEC) . h§althy Oedema disease (ED) in Vitx 1/2; fimbrial (F18 of porcine VTEC) and
Pigs, humans | carriers of . ) . . .
human piglets; HUS in humans afimbrial (Saa of human) adhesins
VTEC
SePticaemic Other Septicaemia, bacteracmia,
(SePEC) Ruminants mammals multi-systemic infection, Pap/Prs, Sfa/F1C, F17b/c, AFA-VIII, CS31A
Extraintestinal endotoxaemia adhesins; CNF 1/2, CDT-III/IV and a-Hly toxins;
. UroPathogenic Humans, Other Cystitis, pyelonephritis endotoxin; blood vessel barrier crossing (IbeA);
pathogenic E. 1 b . ; . h i (O and K ani TS
li (EXPEC) (UPEC) dogs, cats mammals (bacteraemia, septicaemia) antiphagocytosis (O an . antigens); r.eswtance to
co . . Chickens, . . . . complement (Iss, TraT); iron-scavenging systems
Avian Pathogenic Other Septicaemia, multi-systemic : L . S
turkeys, . . (aerobactin, yersiniabactin, salmochelin);
(APEC) ducks poultry infection
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1.2.4 Classification selon les types séquentiels ou sequence types (ST)

Cette classification est effectuée sur base du MLST pour multilocus-sequence-typing. Cette technique
de typage cible pour E. coli 7 génes « de ménage », housekeeping genes, et les différences observées
dans les séquences de ces génes cibles permettent de classifier les bactéries. Ces génes sont identifiés
par des réactions de polymérase en chaine (PCR pour polymerase chain reaction) suivies de séquengage
Sanger. A I’heure actuelle, suite au développement du séquencage complet du génome, les analyses sont
¢galement faites sur le core genome (cgMLST) ou le génome complet (wgMLST) et en fonction des
propriétés des génes, un type séquentiel (ST) et un complexe clonal (CC) sont attribués a la souche

¢tudiée (Quainoo et al., 2017).

1.3 E. coli en tant qu’agent pathogéne chez les bovins

E. coli est une bactérie résidente du microbiote digestif, mais elle peut étre impliquée dans de
nombreuses pathologies tant chez ’homme que les animaux. Chez les bovins elle est surtout associée
aux diarrhées et septicémies néonatales. Elle se retrouve aussi dans des infections extra-intestinales chez
I’adulte, souvent dues a une infection opportuniste, au niveau des glandes mammaires, de 1’utérus ou du

tractus urinaire (Quinn et al., 2016).

Les nouveau-nés sont plus sensibles aux infections pour plusieurs raisons. Leur immunité n’est pas
développée dans les premiéres semaines de vie, et ils dépendent de I’immunité passive, transmise par le
colostrum, pour lutter contre les infections. Cette immunité passive peut étre déficiente, soit par un
manque d’absorption du colostrum, soit par une mauvaise qualité de ce dernier. Avant la premiére
semaine de vie, la flore commensale n’est pas encore totalement établie, et la colonisation par des
bactéries pathogenes est alors plus facile, d’autant plus que certains récepteurs ciblés par les adhésines
des E. coli entérotoxinogenes (ETEC) ne sont présents que durant cette premiére semaine de vie
(Markey et al., 2013). Des facteurs supplémentaires, tels qu’un élevage intensif ou le manque d’hygiéne,
augmentent également le risque d’infection par des E. coli pathogeénes, via une transmission plus rapide
et/ou un plus grand nombre de bactéries transmises, qui peuvent dés lors surpasser I’immunité colostrale

(Markey et al., 2013).

1.3.1 Infections par E. coli chez les veaux

La contamination des veaux peut se faire via la voie féco-orale, aprés excrétion des E. coli pathogénes
par les bovins adultes dans leurs matiéres fécales. Ensuite, les veaux malades présentant de la diarrhée
vont accroitre la contamination de 1’environnement, via leurs excrétions fécales. Parmi les DEC
responsables de la mortalité néonatale, les isolats les plus représentés sont d’abord les STEC suivi par

les EPEC, les ETEC et enfin les AE-STEC (Tableau 1). L'apparition des STEC est plus fréquente chez
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les veaux non diarrhéiques, alors que celle des ETEC est davantage observée chez les veaux
diarrhéiques. La présence d'EPEC a ¢été observée chez les veaux diarrhéiques et non diarrhéiques
(Khawaskar et al., 2022).

Les bovins sont infectés par les STEC a 1’age du veau par des doses d’infections tres faibles (<300 CFU)
(Besser et al., 2001). Aprés une réplication initiale dans 1’iléon, le caccum, et le c6lon, une infection
persistante est établie et est suivie d’une excrétion prolongée de la bactérie pendant plusieurs mois
(Grauke et al., 2019). Pendant les périodes de faible exposition (au paturage), les taux d'excrétion
peuvent temporairement tomber sous le seuil de détection de la bactérie (Jonsson et al., 2001), mais le
méme clone de STEC peut se maintenir dans un méme troupeau pendant des mois et des années (Liebana
et al., 2005). Bien que les veaux excrétent des STEC plus longtemps que les bovins adultes (Cray et
Moon., 1995) et que ces derniers soient porteurs d'anticorps spécifiques de Stx (Pirro et al, 1995), une
infection antérieure par les souches STEC ne protége pas contre une réinfection par la méme souche

(Hoffman et al., 2006).

Les agents pathogeénes majeurs associés aux diarrhées des veaux sont les cryptosporidies, les rotavirus
et coronavirus, ainsi que les ETEC et les salmonelles. Les EPEC, les STEC et les AEEC peuvent
¢galement étre impliquées dans les diarrhées, mais leur importance réelle est inconnue a cause du
manque de test approprié pour le diagnostic de routine, mais également a cause de la prévalence des
STEC chez les animaux sains, ce qui complique I’interprétation de la détection des E. coli dans les

maticres fécales (MF) des animaux malades (Smith et al., 2019).

En Belgique, la mortalité liée aux troubles digestifs est fortement présente chez les veaux de moins de
six mois, puisqu’ils représentent 83% des cas de mortalité liée aux troubles digestifs identifiés en
autopsie. Les E. coli sont fréquemment isolées : chez les veaux de moins d’un mois elles se retrouvent

dans 41% des prélévements contre pres de 25% chez les veaux d’un a six mois (ARSIA, 2020).

Les septicémies sont I’'une des causes majeures de mortalité chez les veaux, apres les pathologies
respiratoires. Les cultures sanguines montrent une prévalence de 80% de bactéries a Gram négative, ou
les E. coli sont majoritaires, et isolées dans plus de 50% des cas de septicémies (Smith et al., 2019). En
Belgique, la majorité des cas de septicémie concerne les veaux de moins de 30 jours, et E. coli est isolée

dans 80% des cas (ARSIA, 2020).
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2. E. coli entéropathogeénes (EPEC) et E. coli productrices de toxines de
Shiga (STEC)

2.1 Présentation des EPEC

Les EPEC sont définies par la formation de la 1ésion d’attachement et d’effacement (A/E) caractérisée
par I’effacement des microvillosités intestinales par une adhésion intime spécifique entre la cellule
bactérienne et la surface de l'entérocyte. Avec d’autres souches productrices de la lésion A/E (par
exemple les souches AE-STEC), elles sont regroupées sous le terme d’AEEC pour Attaching and
Effacing E. coli, quels que soient les signes cliniques associés et les autres facteurs de virulence (Nataro

et Kaper., 1998).

Au sein des EPEC, il existe deux sous-groupes ; d’une part, les EPEC typiques (tEPEC) produisant des
fimbriae BFP (Bundle Forming Pili) de type IV permettant 1’adhérence initiale aux entérocytes. Les
genes bfpA codant ces pili sont situés sur le plasmide EAF (EPC adhesion factor ; pEAF). D’autre part,
les EPEC atypiques (aEPEC) ne possédant pas ce plasmide EAF.

Les tEPEC et les aEPEC appartiennent a des sérotypes O:H spécifiques (Tableau 2). Cependant,
certains sérotypes ne sont pas aussi facilement classifiés, principalement ceux qui incluent des souches
productrices de Stx comme O26:H11 et O111ac:H8 (Nataro et al., 1998). Certaines souches d'aEPEC
(par exemple O55:H7) sont plus étroitement apparentées aux STEC (par exemple STEC O157:H7) dans
leurs caractéristiques génétiques et leurs propriétés de virulence.

Les tEPEC sont rarement trouvées chez les animaux et les humains sont le principal réservoir (Trabulsi
et al., 2002). Les infections aux tEPEC sont caractérisées par une transmission possible entre humains
par voie féco-orale et sont nombreuses dans les pays en voie de développement. Les aEPEC ont été
isolées d’une large gamme d’animaux diarréhiques ou non comme le veau et le bovin (Tozzoli et al.,
2014), le lapin, le singe et peuvent étre transmises a ’homme par des aliments contaminés d’origine

animale (Hernandes et al., 2009). Dans ce manuscrit, les aEPEC seront dénommées simplement EPEC.

Chez I’homme, les EPEC sont responsables de la majeure partie des diarrhées infantiles et sont rarement
incriminées dans les diarrhées chez I’adulte. Les EPEC sont principalement responsables de diarrhées
accompagnées de fievre, de vomissements et de déshydratation chez les enfants de moins de 2 ans dans
les pays en développement (Varela et al., 2015). Chez les animaux, elles sont responsables de diarrhées
non sanglante chez les bovins dont les jeunes veaux de moins de 3 mois (Kobayashi et al., 2001), les
ovins (de la Fuente et al., 2002), les porcs (Malik et al., 2006) et elles sont ¢galement responsables
d’épidémies chez la volaille (Farooq et al., 2009 ; Dutta et al., 2011). Les signes cliniques peuvent varier
d’une simple diarrhée, a une diarrhée aqueuse abondante mucoide ou sanglante, accompagnée

d’anorexie, de déshydratation et de 1éthargie (Swennes et al., 2012).
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La Iésion A/E se caractérise par l'effacement des microvillosités intestinales et I'attachement intime des
bactéries a la surface épithéliale de 1'hote (Nataro et Kaper, 1998). Aprés avoir pénétré dans le tractus
gastro-intestinal, les EPEC adhérent a la muqueuse de l'intestin gréle et du gros intestin et au moins trois
¢tapes de pathogenése ont été décrites (Ochoa et al., 2008). L'étape initiale comprend l'adhérence a la
membrane des entérocytes. Apres fixation, le systéme de sécrétion de type III (T3SS) est utilisé pour
injecter des facteurs de virulence dans la cellule hote. Enfin, un attachement bactérien intime et la
formation d'un piédestal sont observés dii a I’accumulation d’actine polymérisée (Figure 3).
L’apparition de ce phénotype est due a I’expression des geénes du locus d’effacement des entérocytes

(LEE), et en particulier le géne eae (E. coli attaching effacing) (Bugarel et al., 2011).

o
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\ y
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Figure 3 : Adhérence des EPEC aux entérocytes caractérisée par le développement de I€sions
d’attachement et d’effacement 1) Adhérence initiale 2) Translocation protéique par le T3SS

3) Formation du piédestal par la polymérisation de filaments d’actine (d’apres Kaper et al., 2004).

Les EPEC peuvent appartenir a des sérotypes spécifiques a I'hote (tels que O127 chez I'homme ou O15
chez le lapin) ou a des sérotypes non spécifiques a I'hote, y compris le "gang-of-seven" des AE-STEC
humains (026:H11, O103:H2, O111:H-, O121:H19, O145:H-, O157:H7, et O165:H25) et/ou aux
sérotypes classiques des AE-STEC des veaux diarrhéiques (O5:H-, O26:H11, O111:H-, O118:H16).
Cependant, les sérotypes de la majorité des EPEC bovines restent non identifiés. Les EPEC sont
¢galement présentes chez les bovins sains (Moxley et Smith., 2010 ; Thiry et al., 2017 ; Thiry et al.,
2018).

2.2 Présentation des (AE)-STEC

Les E. coli productrices de Shiga-toxines (STEC) sont principalement définies par leur capacité a
produire des toxines apparentées a la toxine de Shiga (Stx) de Shigella dysenteriae type 1 capable
d’induire des 1ésions au niveau de 1’endothélium vasculaire intestinal, rénal et cérébral de I’homme,
sous I’action de ces toxines. D’autre part, une partie des STEC sont capable de produire des 1ésions A/E
lorsque I’ilot de pathogénicité LEE est présent (Figure 4) et sont appelées AE-STEC.
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Figure 4 : Adhérence des AE-STEC aux entérocytes caractérisée par le développement des 1ésions
d’attachement et d’effacement, puis d’un piédestal et la production de toxines de Shiga (Stx) (d’apres

Kaper et al., 2004).

Les AE-STEC représentent un risque important pour la santé publique dans les pays développés tels que
les USA, Canada, Europe de 1I’Ouest ou encore le Japon.

L'Organisation mondiale de la santé (OMS) a estimé que l'infection aux AE-STEC a causé plus d'un
million de maladies et 100 décés en 2010 (Havelaar et al., 2015). Entre 1998 et 2016, la région
européenne (176) et la région du Pacifique occidental (35) ont signalé 211 épidémies de STEC, soit
beaucoup moins que le nombre d'épidémies sur le continent américain (708) (FAO/OMS, 2018).

La plus grande épidémie de STEC O157 jamais enregistrée s'est produite au Japon en 1996 (Fukushima
et al., 1999) et la plus grave épidémie de STEC non O157 (0104) s'est produite en Allemagne, en 2011
(Frank et al., 2011). En 2018, une forte augmentation des cas de STEC a été signalée dans 1’Union
Européenne (UE). Le plus grand nombre de cas confirmés a été signalé par I'Allemagne et le Royaume-
Uni, qui représentaient ensemble 47 % de tous les cas signalés dans I'UE. Les taux de notification par
pays les plus élevés ont été observés en Irlande, en Norvége, en Suéde, a Malte et au Danemark (Figure
5). Le groupe d'age le plus touché par les STEC était les nourrissons et les enfants jusqu'a quatre ans,
qui représentaient plus d'un quart de tous les cas confirmés en 2018. Une proportion encore plus
importante d'enfants a été observée parmi les cas de SHU, ou deux tiers des cas ont été signalés chez les
0-4 ans (EFSA, 2019). Dans des analyses récentes, la viande de beeuf et les produits frais (fruits et
légumes) ont été incriminés comme étant les sources les plus importantes d'infections a STEC en

Europe, chacune étant associé¢e a 30 % des maladies (Pires et al., 2018).
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Figure 5 : Répartition des cas confirmés d'infection par les STEC pour 100 000 habitants en UE en
2018 (Rapport épidémiologie annuel pour 2018, ECDC).

Chez I’homme, les AE-STEC sont associées a des colites hémorragiques et/ou a un syndrome
hémolytique et urémique. Les cas séveres sont observés chez les enfants et les personnes immuno-
déprimées (Davis et al., 2014). Le premier symptdme de la maladie est une diarrhée non sanglante qui
peut étre accompagnée de fievre, de crampes abdominales ou de vomissements. Dans la majorité des
cas, les diarrhées deviennent sanglantes. Les complications observées peuvent se manifester sous la
forme d’un SHU dans environ 10% des cas surtout chez I’enfant. Le SHU est défini par 1’association
d’une anémie hémolytique microangiopathique avec présence d’hématies fragmentées (schizocytes),
d’une thrombopénie et d’une insuffisance rénale aigu€. Il correspond a des lésions de type
microangiopathie thrombotique (MAT), touchant les reins et éventuellement d’autres visceres. Le SHU
est la principale cause d’insuffisance rénale du nourrisson. Il peut entrainer la mort dans moins de 5%
des cas. Chez I’adulte, il se traduit par un purpura thrombotique thrombocytopénique (PTT) caractérisé

par des Iésions thrombotiques microvasculaires généralisées (Tarr et al., 2005).

Les (AE)-STEC sont également responsables d’infection chez les animaux. Elles peuvent causer la
maladie de I'oedéme chez les porcs en post-sevrage et les jeunes porcs par la capacité de certains STEC
a se fixer sur des récepteurs glycolipidiques présents chez le porc (Ching et al., 2002). Chez les ovins,
les STEC touchent préférentiellement les animaux jeunes en causant de fortes diarrhées chez les agneaux
(Wani et al., 2005). La volaille et les animaux domestiques comme le chien peuvent également étre
touchés par des diarrthées a STEC (Dutta et al., 2011 ; Sancak et al, 2004). Ils sont également

responsables de diarrhées chez les veaux (Beutin et Fach., 2015).
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Il existe une grande variété de sérotypes AE-STEC humains dont le "gang-of-seven" qui sont les plus
fréquents et pathogénes dans le monde, et ou O157:H7 et O26:H11 représentent la majorité des cas
humains confirmés dans 1'UE (Tozzoli et al., 2014 ; Beutin et Fach., 2015 ; Stevens et al., 2015 ; EFSA,
2019). Les STEC humains appartiennent quant a eux a des sérotypes comme O91:H21 et O113:H21
(Bando et al., 2017 ; Bielaszewska et al., 2009).

La transmission & I'homme peut se faire par différentes voies : consommation de viande et de produits
laitiers (voie alimentaire), contamination des cultures ou de I'eau potable (voie hydrique) par des déchets
animaux, ou transmission directe de personne & personne en raison d'une tres faible dose infectante
(Naylor et al., 2005). Dans de rares cas, la transmission du bétail a I'¢leveur a été impliquée (Louie et
al., 1999). Le role du beeuf haché en tant que vecteur des STEC semble diminuer, et des épidémies
récentes ont été associées a des produits laitiers crus, des épinards, de I'eau de distribution (Salvadori et
al., 2009) ou du fenugrec (Buchholz et al., 2011). Les épidémies d’origine alimentaire sont les plus
répandues, suivies de la transmission de personne a personne. Les voies de transmission peuvent aussi
rester inconnues comme pour le sérotype O80:H2. E. coli peut survivre pendant des mois dans
l'environnement, ce qui peut entrainer la contamination de produits frais (Park et al., 2012).

Les bovins peuvent en effet étre porteurs asymptomatiques dans leur tractus intestinal, plus
particuliérement dans le colon et au niveau de la jonction recto-anale (Naylor et al., 2003 ; Kudva et al.,
2013 ; Persad et Lejeune, 2015). De plus, les jeunes veaux sont plus fréquemment porteurs sains d'AE-
STEC que les animaux plus agés (Cobbold et Desmarchelier, 2000 ; Mellor et al., 2016 ; Borwne et al.,
2018). Les AE-STEC sont également responsables de diarrhées chez les veaux de moins de 3 mois. La
majorité appartient a certains des « gangs-of-seven », tels que 026:H11 et O111:H-, et a quelques autres
sérotypes, tels que O5:H-, O80:H2 et O118:H16 (Mainil et Fairbrother, 2014 ; Fakih et al., 2017 ; Habets
et al., 2021).

Pour mieux comprendre la relation existante entre les STEC et les EPEC le schéma présenté en Figure

6, propose un systéme de classification ou :

e toutes les souches possédant le LEE quels que soient les signes cliniques associés,
appartiennent au groupe des AEEC

e toutes les souches possédant les génes codant pour les toxines Stx, quels que soient les
signes cliniques associés, sont des STEC

e toutes les AE-STEC sont des STEC
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STEC

F18-STEC
(pigs: ED)

AEEC

tEPEC
pEAF
(humans)

aEPEC
AF/R
(rabbits)

Agg-STEC
0104:H4

Figure 6 : Classification des STEC, AE-STEC, EPEC et AEEC. ED = edema disecase, AF/R =
Adherence Factor/Rabit 1, pEAF = adherence factor plasmid (adaptée de Afssa — Saisine n°2010-SA-
0031).

2.2.1 Aspect zoonotique

Les zoonoses sont des maladies causées par des infections qui se transmettent entre I’animal et I’homme.
La gravité de ces maladies chez I’homme va de symptomes égers a des états susceptibles d’engager le
pronostic vital. Les STEC sont des agents zoonotiques.

Les zoonoses d'origine alimentaire sont provoquées par la consommation d'aliments ou d'eau
contamings par des microorganismes pathogeénes tels que des bactéries, des virus. Ces derniers pénétrent
dans I’organisme par le tractus gastro-intestinal, ou se manifestent souvent les premiers symptomes. Un
grand nombre de ces microorganismes se trouvent couramment dans les intestins d’animaux sains
producteurs d’aliments. Les risques de contamination sont présents a tous les stades de la chaine
alimentaire, de la ferme a la table, et ils requierent une prévention et un contréle tout au long de la filiére

(EFSA, 2020).

Les maladies d'origine alimentaire les plus courantes sont causées par les bactéries Campylobacter,
Salmonella, Yersinia, E. coli et Listeria. Les zoonoses d’origine alimentaire représentent une menace
importante et répandue dans le monde entier pour la santé publique. Dans I’'UE, plus de 350 000 cas

humains sont signalés chaque année mais le nombre réel de cas est probablement beaucoup plus ¢levé.

Pour protéger les consommateurs, I’UE a adopté une approche intégrée en matiere de sécurité sanitaire
des aliments qui couvre toute la chaine alimentaire, de la ferme a la table. Cette approche integre des

mesures d'évaluation du risque (par exemple, collecte de données, analyse, recommandations) et des
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mesures de gestion du risque (par exemple, mesures législatives, objectifs de réduction). Elles sont

accompagnées et renforcées par des activités de communication réactives et efficaces (EFSA, 2020).

Les STEC sont des agents zoonotiques. Les ruminants tels que les bovins, les moutons, les chévres et

les cervidés sont les principaux réservoirs des STEC.

2.2.2 Traitements

La plupart des antibiotiques sont déconseillés pour traiter les infections aux AE-STEC. En détruisant
les bactéries, ces derniers entrainent la libération de Shiga-toxines dans l’organisme, ce qui peut
aggraver le SHU. Cependant, des traitements a base de certains antibiotiques, comme 1’azithromycine,
n’entrainant pas le relargage de ces toxines sont en cours d’évaluation. La stratégie thérapeutique du
SHU consiste a compenser les déficiences occasionnées par les Shiga-toxines (chute des globules

rouges, des plaquettes, atteinte rénale) par transfusion, dialyse, et échanges plasmatiques.

Les épisodes diarrhéiques sont, quant a eux, traités de manicere symptomatique : les patients sont
réhydratés, mais ne prennent pas d’anti-diarrhéiques, afin de permettre I’¢limination de la bactérie et de

ses toxines dans les selles.

Bien que de nombreuses stratégies de traitement aient été utilisées pour mettre au point un traitement
thérapeutique ou prophylactique contre les maladies induites par les STEC, peu d'entre elles ont, a ce
jour, dépassé les essais de phase II. Plusieurs approches, dont les anticorps monoclonaux, les analogues
de récepteurs tels que Synsorb Pk, ou l'utilisation de I'éculizumab, semblaient prometteuses, mais
lorsqu'elles ont été évaluées de maniére systématique ou dans le cadre d'essais de phase III, elles ont

montré peu de signes de succés (Miihlen et Dersch, 2020).
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Tableau 2 : Sérotypes et sérogroupes retrouves chez les tEPEC, aEPEC et AE-STEC
Sérotypes ou
Site de Réservoirs et ) Marqueurs ) o
Pathovars Hétes Maladie Adhésion sérgroupes Références
colonisation sources génétiques
majeurs
0O55:H6
086:H34
tEPEC eae, bfp OI111:H2
E. coli Humain Ol114:H2 .
entéropathogéne O119:H6 Trabulsi et
: : al., 2002 ;
typique 0127 :H6
0142:H6 Afset et al.,
) O142:-H34 2003 ; Chen
Enfant <5 ) Diarrhée aqueuse Attachement et - et Frankel
dult Intestin gréle 026:H11 2005 :
ans, aduite abondante effacement 055:H7 ’
. Varela et al.,
eae, absence 055:H34 2015
aEPEC . ’ 086:H8
E.coli Humain, de bfp O111:H8
entéropathogéne animal O111:H9
atypique Ol111:H25
0O119:H2
0125:H6
0128:H2
Diarrhée aqueuse, H )
umain,
EHEC (AE-STEC) Adult I1éon distal, colite ) Attachement et 026, 045, Croxen et'
E. coli ? et’ | N animal, o stx, eae 8}33{, 8}‘1‘; é;?l’-, 2013 ;
4rohé ; enfan colon émorragique, ] effacement , ) cutin et
entérohémorragique . aliments, eau 0157, 091 Fach, 2014
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2.3 Les facteurs de virulence

2.3.1 Adhérence initiale

La lésion d’attachement et d’effacement a été décrite pour la premiére fois par Moon et al. 1983. La
premiére €tape se caractérise par 1’attachement des agents pathogenes a la surface des entérocytes.
L’adhérence s’effectue chez les tEPEC par I’intermédiaire d’un pilus de type 4 (T4P) nommé BFP. Le
BFP de type IV est défini comme un organite fibrillaire dynamique qui peut s'étendre et se rétracter sur
la surface bactérienne (Ramboarina et al., 2005). La protéine BFP est a 'origine d'une fixation a longue
distance et non intime des EPEC aux récepteurs N-acétyl-lactosamine des cellules épithéliales
intestinales (Giron et al., 1999). Par la suite, BFP recrute les cellules EPEC individuelles en agrégats,
ce qui entraine la formation de microcolonies sur la membrane de I'h6te. Ce type d'adhérence des EPEC
est appelé phénotype d'adhérence localisée (AL) (Scaltsky et al., 1984).

Une variante du modele AL a été décrite dans certaines souches d’aEPEC appelé LAL (localized
adherence-like) (Rodrigues et al., 1996), d’autres souches peuvent exprimer des schémas d’adhérence
distincts tels que DA (diffuse-adherence) ou AA (aggregative adherence) (Trabulsi et al., 2002).
Plusieurs autres adhésines (Paa, LpfAO113, Tha, Ehx, ToxB, LdaG) sont présentes dans les souches
aEPEC et jouent probablement le méme role que BFP dans 1’adhérence (Hernandes et al., 2009).

Les souches (AE)-STEC adhérent aux cellules épithéliales coliques grace aux ECP (E. coli common
pilus) et aux HCP (haemorrhagic coli pilus) mais peuvent également utiliser d’autres moyens
d’adhésion a la membrane des entérocytes par ’intermédiaire par exemple des facteurs lha (Irgd
homologue adhesin) (Tarr et al., 2000), Lpf (long polar fimbriae) (Doughty et al., 2002), ToxB (Tatsuno
et al., 2001), Spf (Sorbitol-fermenting protein) (Brunder et al., 2001), Efal (EHEC factor for adherence)
(Nichols et al., 2000), Paa (Porcine attaching- and effacing associated) (Batisson et al., 2003) présents
¢galement pour les EPEC ou Saa (STEC autoagglutinating adhesine) pour les STEC (Paton et al., 2001).

2.3.2 Locus of enterocyte effacement (LEE)

Les génes nécessaires et suffisants pour la production de la lésion A/E sont regroupés sur un fragment
d’ADN chromosomique de 3545 kb, représentant un ilot de pathogénicité (Pai) de type III, appelé a
I’origine Locus of enterocyte effacement (LEE). Le LEE, décrit pour la premicre fois dans une souche
EPEC E2348/69 (Mcdaniel et al., 1995) comprend jusqu'a 50 génes et cadres ouverts de lecture (Open
Reading Frames ou ORF) répartis en cinq unités de transcription polycistroniques a savoir LEE1, LEE2,
LEE3, LEE4 et LEES, un opéron bicistronique (gIrA et grIR) et plusieurs unités de transcription
monicistroniques (Figure 7). L’opéron LEE1 héberge le géne régulateur Ler qui code une protéine de

liaison a I'ADN qui agit comme un régulateur transcriptionnel, modulant I'expression des autres opérons
quiag g p p P
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du LEE (Elliott et al., 2000) mais également les protéines chaperons CesAB et les composants structurels
du T3SS tels que EscR, EscS, EscT, EscU, EscK (Soto et al., 2016) et EscL (Biemans-Oldehinkel et
al., 2011). L’opéron LEE2 code la protéine chaperon CesD, trois composants du T3SS a savoir EscC,
Escl, SepD, I’effecteur EspZ et une ORF de fonction inconnue. Le LEE3 code trois composants du
T3SS tels que EscV, EscN, SepQ, I’effecteur EspH et deux ORF de fonction inconnue.

Le LEE4 contient les génes codant pour les protéines translocatrices EspB, EspD, EspA, EscF, la
protéine chaperone CesD, la protéine SepL (Deng et al., 2005) et ’effecteur EspF2. Enfin, le LEES
contient les effecteurs Tir, ’adhésine intimine eae et la protéine chaperon CesT. L’effecteur Map est
situé¢ en 5° du LEE5 (Kenny et Jepson, 2000) et I’effecteur EspG en 5° du LEE1 (Elliott et al., 2001).
Le nombre de variants du géne eae qui code pour I’intimine a considérablement augmenté depuis les
descriptions originales des prototypes EPEC (Blanco et al., 2004a). II existe au moins 30 variants eae,
a savoir al, 02, a8, B1, B2, B3, y1,v2, el,€2,€3,€4,&,7,23,M, 12,0, 1,11, 2, K, A, L, V, v, 0, T, p, €t G
qui ont été définis jusqu'a présent (Yang et al., 2020).

Les changements induits par ces protéines comprennent la modification du cytosquelette de 1’hote
(Campellone et al., 2004), des défauts dans la fonction des microtubules (Thomson et al., 2005),
I’inhibition du transport d’ions (Hodges et al., 2008) et une perturbation dans la fonction de la barriére
¢épithéliale (Viswanathan et al., 2009).

La régulation du LEE est trés complexe puisqu’elle fait intervenir des régulateurs globaux et des
régulateurs spécifiques dont certains sont codés par des génes présents dans des prophages ou dans le
LEE lui-méme, et elle a lieu aux niveaux transcriptionnel, traductionnel et post-traductionnel (Mellies
et Lorenzen, 2014).

Les LEE des EPEC humains et animaux peuvent différer en taille, en nombre de génes et d’ORF et au
niveau des sites d'insertion sur le chromosome (locus selC, locus pheU, locus pheV, etc.). Cependant,
l'organisation interne des genes sur le LEE est conservée (Goffaux et al., 2001). Le LEE des EPEC et
des AE-STEC sont identiques a 93,9% au niveau de leur séquence génétique, bien que le LEE des AE-
STEC posseéde 13 ORF supplémentaires a l'extrémité 5 'en raison de 'insertion d'un prophage cryptique.
Ainsi, chez les AE-STEC, la taille du LEE est de 43 kb et il comporte 54 ORF. Le nombre d’effecteurs
transloqués varie d’environ 22 chez les EPEC et jusqu’a 39 chez certaines souches AE-STEC (Deng et
al., 2012). Les séquences de genes individuels peuvent &tre trés variables et vont de l'invariance
compléte dans le cas des composants structurels du T3SS jusqu’a seulement 33,52 % d'identité, pour

'effecteur Tir.
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Figure 7 : Organisation schématique du LEE des AE-STEC/EPEC (Stevens et Frankel, 2014).

2.3.3 Le systéme de sécrétion de type 111

Le T3SS ouinjectisome des EPEC est un complexe nanomoléculaire d’environ 3,5 MDa d’une vingtaine
de protéines qui permet I’injection de facteurs de virulence (ici appelés « effecteurs ») dans le
cytoplasme des cellules intestinales. Ces effecteurs peuvent étre codés par des génes situés sur le LEE4
ou par des genes localisés hors du LEE (Santos et Finlay., 2015). Un corps basal apparenté a celui des
flagelles est ancré dans la paroi des bactéries et se prolonge par un filament rigide. Ce filament, formé
par la polymérisation de la protéine EspA, permet la translocation des effecteurs grace aux protéines
EspB et EspD qui forment un pore dans la membrane de la cellule hote (Tampakaki et al., 2004). EspB
est également injecté dans le cytoplasme de la cellule hote et faciliterait 1I’effacement des microvillosités
et ’inhibition de la phagocytose (Lizumi et al., 2007). La translocation des effecteurs nécessite une
séquence signal N-terminal et/ou des protéines chaperons qui dirigent les effecteurs vers 1’appareil de
sécrétion (Ghosh, 2004). Les EPEC codent deux protéines chaperons CesT et CesF (Chaperonne EPEC
Secreted). CesT facilite la translocation de plusieurs effecteurs dont Tir (7ranslocated Intimin
Receptor), Map (Mitochondrial Associated Protein) et NleA (Non-LEE A) (Mills et al., 2013) tandis
que CesF facilite la translocation d’EspF qui posséde un role multifonctionnel tels que 1'inhibition de la
phagocytose (Quitard et al., 2006) et la perturbation des jonctions serrées (Guttman et al., 20006), ainsi
que l'imitation de certains aspects de la voie de signalisation de la cellule hdte qui est impliquée dans le

trafic membranaire (Alto et al., 2007) (Figure 8).
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Figure 8 : Représentation du systéme de sécrétion de type III (adaptée de Slater et al., 2018).

Tir est intégré a la membrane plasmique selon une topologie en épingle a cheveux, la boucle étant
tournée vers I'extérieur de la cellule ou elle sert de récepteur a l'intimine adhésine bactérienne (Luo et
al., 2000). L'interaction Tir-intimine induit le regroupement et la dimérisation de Tir, ce qui active une
cascade de signaux qui commence par la phosphorylation des résidus sérine/thréonine et conduit a la

polymérisation de l'actine et a la formation de piédestal sous la bactérie attachée (Lai et al., 2013).

L'événement le plus critique pour la polymérisation de l'actine est la phosphorylation du résidu Tir
cytoplasmique Y474 (Devinney et al., 2001). Cela induit une cascade de signaux qui recrute I'adaptateur
de la cellule hote Nck et N-WASP requis pour engager et activer le complexe ARP2/3 qui produit la
nucléation et la polymérisation de l'actine. La polymérisation de l'actine entraine la protrusion de la

membrane et la formation du piédestal (Goosney et al., 1999) (Figure 9).

L'action conjointe de Tir, Map et EspF, inhibe le transporteur sodium-D-glucose (SGLT-1), la principale
pompe a eau de l'intestin gréle, responsable d'environ 70 % de l'absorption totale de liquide (Dean et al.,

2006).

Map et EspF réduisent I'absorption de Na + par I'échangeur sodium-hydrogene (NHE3) (Simpson et al.,
20006), et les protéines EspG1/2 modifient le ciblage membranaire de I'échangeur CI-/OH (DRA), ce qui
réduit I'absorption de Cl. Ces processus entrainent 1'accumulation de sels dans la lumiére intestinale, ce
qui entraine une perte d'eau de la muqueuse (Gill et al., 2007). EspF et EspG induisent également une
mauvaise localisation des aquaporines (AQP), réduisant ainsi 1'absorption d'eau épithéliale (Guttman et
al., 2007). Map agit également comme un facteur d'échange guanine-nucléotide pour CDC42 pour
aboutir a la formation des filopodes qui entourent les microcolonies bactériennes (Alto et al., 2006).

Map perturbe aussi la structure et la fonction mitochondriales (Ma et al., 2006).
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Un deuxiéme effecteur multifonctionnel, EspF, est dirigé vers les mitochondries et déclenche la voie de
la mort mitochondriale (Nougayreéde et Donnenberg., 2004). Les protéines Nle jouent également un role
dans la virulence des EPEC dont NleA qui réduit le trafic de protéines et perturbe les jonctions serrées.
Tout cela entraine 1'effacement des microvillosités, et cette réduction de la surface absorbante exacerbe

probablement la diarrhée causée par les EPEC (Lizumi et al., 2007) (Figure 9).

Le mécanisme de formation du piédestal par les AE-STEC est 1égerement différent de celui utilisé par
les EPEC. Tir n'est pas phosphorylée, et la formation du piédestal est indépendante de Nck. Les
réarrangements de l'actine nécessaires a la formation du piédestal sont médiés par la protéine de
couplage du cytosquelette Tir (TccP ; également connue sous le nom d'EspFU), qui est liée a Tir par
l'intermédiaire de la protéine hote « insulin receptor tyrosine kinase substrate » (IRTKS ; également
connue sous le nom de BAIAP2L 1) et interagit avec N-WASP pour activer le complexe ARP2/3 (Figure
9).

Captation de la Perturbation de
sérotonine la balance

: @ m————]  |nhibition de
i i La réponse
) immunitaire
innée Induit I'apoptose?
) : Colonocyte Cellules de Paneth

Figure 9 : Mécanismes pathogenes des EPEC et des EHEC (=AE-STEC) (adaptée de Croxen et
Finlay., 2010).

2.3.4 Les Shiga-toxines

Le terme « toxine de Shiga » a tout d’abord été utilisé pour identifier les toxines produites par Shigella
dysenteriae de type 1 (Stx) donnant naissance aux termes Shiga-like toxin (O’Brien et al., 1982) et, plus

tard, Shiga-toxine, quand celles-ci ont été identifiées chez E. coli.
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Ce terme a remplacé celui de « Vérotoxine » utilisé pour caractériser des toxines lysant les cellules Vero
(cellules épithéliales de rein de singe) chez E. coli (Konowalchuk et al., 1977), identifées plus tard aux
Shiga-toxines (Bergan et al., 2012).

En plus de S. dysenteriae et de certaines E. coli, des Shiga-toxines sont produites par quelques souches
de Citrobacter freundii, Enterobacter cloacae et Shigella flexneri (Herold et al., 2004).

Il existe deux types de Shiga-toxines : les Shiga-toxines de type 1 (Stx1) codées par les génes stx/ qui
sont trés proches de la Stx de S. dysenteriae et les Shiga-toxines de type 2 (Stx2) codées par les génes
stx2 qui présentent moins de 60 % d’homologie avec la séquence en acides aminés des Stx1 (Karch et
al., 2005; Strockbine et al., 1986). Quatre variants pour le géne stx/ ont été décrits (stxla, stxlc, stxld
et stxle), codant pour quatre toxines Stx1 dont les séquences ne différent que trés peu, sans conséquence
sur I’antigénicité et la toxicité cellulaire. Initialement, 8 variants pour le géne stx2 ont été décrits (stx2a,
stx2b, stx2c, stx2d, stx2e, stx2f, stx2g, stx2h) et depuis de nouveaux sous-types de Stx2 sont
continuellement identifiés tels que stx2i, stx2j, stx2k, stx2l, stx2m (Yang et al., 2020 ; Bai et al., 2021 ;
Gill et al., 2022), lesquels différent plus les uns des autres dans leur antigénicité, leur toxicité et leurs
séquences génétiques que les variants Stx1 (Bai et al., 2018). La toxine Stx2 est la plus fréquente parmi
les STEC et est considérée comme la plus toxique avec les sous-types stx2a, stx2c et stx2d les plus
fréquemment associés au développement de maladie graves lors d’une infection humaine dont le SHU
(Kriiger et Lucchesi, 2015 : Koutsoumanis et al., 2020).

Les STEC produisant les sous-types stx2b, stx2e, stx2f et stx2g sont généralement associ¢es a des
infections animales, comme chez les cerfs, les porcs, les pigeons et les bovins (Hughes et al., 2019 ;
Luna-Gierke et al., 2014 ; Farooq et al., 2009). Les souches produisant Stx2f sont fréquemment trouvées
chez les pigeons et autres oiseaux (Murakami et al., 2014). En 2018, Stx2h et Stx2i ont été identifiés
dans des souches de STEC isolées de marmottes sauvages et de crevettes, respectivement (Bai et al.,
2018 ; Lacher et al., 2016). Stx2k a été isolée a partir de souches bactériennes de diverses sources, y
compris des animaux (chévres et porcs), de la viande crue (bceuf et mouton) et de patients humains
atteints de diarrhée (Hughes et al., 2019 ; Yang et al., 2020). La présence concomitante de plusieurs
genes stx a aussi été détectée dans une méme bactérie avec la présence des génes stx/ et stx2 ou la
présence de plusieurs variants du géne stx2 (Feng et Reddy, 2013 ; Friedrich et al., 2007 ; Prager et al.,
2011). La production de plusieurs Shiga-toxines influence le pouvoir pathogéne des souches : une étude
montre qu’une souche exprimant une seule variante de la toxine est plus pathogéne qu’une souche
exprimant plusieurs variantes d’une méme toxine (Kriiger et al., 2011).

Les Shiga-toxines appartiennent a la famille de toxines ABs. Chez E. coli, les Shiga-toxines sont codées
par deux geénes stx (stxA4 et stxB) formant un opéron et généralement présents sur un prophage lambdoide
(stx-converting bacteriophage ou stx-phage) qui est un élément génétique mobile (Herold et al., 2004).
L’opéron codant pour les Shiga-toxines a une structure commune constituée d’une seule unité

transcriptionnelle qui code les sous-unités A et B (Figure 10).
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Les toxines produites sont des hétéropolymeres de 70 kDa composés d’une sous-unité A (toxic Activity)
de 32.2 kDa et de 5 sous-unités B (Binding) de 7,7 kDa. La sous-unité A présente une activité de type
N-glycosidase sur une adénosine de I’ARN ribosomique 28S et la sous-unité B a un r6le important au
niveau du degré de toxicité de la toxine, car elle conditionne le niveau de compatibilité de la toxine avec

le récepteur cible (Menge, 2020).

Toxine de type AB

==
- 1 sous unité A (%

- 5 sous-unités B

Figure 10 : Structure de I’opéron codant les Shiga-toxines (AFSSA 2003).

Aprés ingestion via des aliments contaminés ou de 1’eau contaminée, les STEC colonisent la muqueuse
intestinale et produisent les toxines de Shiga. Il est supposé que la toxine est libérée dans la lumicre
intestinale suite a la lyse bactérienne aprés induction du cycle Iytique du phage (Wagner et al., 2002).
La maniere dont les toxines traversent 1’épithélium intestinal reste inconnue mais des études in vitro ont
démontré le transport paracellulaire et transcellulaire des Stx (Hurley et al., 2001 ; Tran et al., 2014).
Les toxines atteignent les cellules cibles via la circulation sanguine (Karmali et al., 1985). Le mécanisme
d’action des Shiga-toxines au niveau des cellules cibles commence tout d’abord par la fixation des
Shiga-toxines a la membrane cytoplasmique de la cellule : les sous-unités B se lient aux récepteurs
glycolipidiques des cellules endothéliales : globotriaosylcéramide (Gb3) chez ’Homme, présent au
niveau du tube digestif, des reins et du systéme nerveux central ou globotetraosylcéramide (Gb4) chez
le porc (Miithing et al., 2012). La plupart des variants Stx1et Stx2 lient Gb3 sauf le variant stx2e qui lie
Gb4. D’autres toxines comme stx/a et stx2a peuvent également interagir avec Gb4 mais avec une plus

faible affinité (Miithing et al., 2012).

L'absence signalée de récepteurs aux Stx sur l'endothélium bovin, au moins dans les petits vaisseaux de
l'intestin (Wurzner et al., 2014), a conduit a I'hypothése que les bovins sont résistants aux Stx

(Pruimboom-Brees et al., 2000) et donc a une absence d’altérations microangiopathiques.
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Cependant, les travaux de différents groupes ont fourni des preuves substantielles que différents types
de cellules cibles pour les Stx telles que les cellules endothéliales de la veine ombilicale et de 1’aorte
bovine existent chez les bovins (Perera et al., 1999) mais ne peuvent pas y pénétrer efficacement

(Sapountzis et al., 2020).

Une fois la Shiga-toxine internalisée par le mécanisme classique d’endocytose, elle subit un transport
rétrograde a travers I’appareil de Golgi, puis le réticulum endoplasmique. La sous-unité A de la Shiga-
toxine est alors libérée des sous-unités B et clivée en deux parties Al et A2 par réduction des ponts
disulfures par le complexe protéique transmembranaire Sec61. La partie Al ainsi clivée est transloquée
dans le cytoplasme jusqu’a sa cible, la sous-unité 60S du ribosome ou elle clive un résidu de purine de
I’ARNr modifiant la fonction des ribosomes, qui ne sont plus capables d’interagir avec les facteurs
d’¢longation EF1 et EF2. Ceci conduit a I’arrét de la synthése protéique et a la mort de la cellule (Figure

11) (Bergan et al., 2012).
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Figure 11 : Mécanisme d’action des Shiga-toxines. 1) Fixation 2) Internalisation 3) Transport

rétrograde 4) Clivage et Action (d’aprés Pacheco et Sperandio 2012).

2.3.5. Autres facteurs de virulence

D’autres facteurs de virulence potentiels, codés par des génes présents sur le chromosome et/ou sur des
¢léments génétiques mobiles (plasmides, phages ou ilots de pathogénicité), ont été¢ décrits chez les

souches EPEC et AE-STEC :

Le geéne katP code une catalase/peroxidase et permet aux souches de E. coli de résister au stress oxydatif

(Heimer et al., 2002).

Le geéne efal code des protéines homologues impliquées dans la formation de 1ésions A/E qui permettent

I’adhésion des EPEC et des STEC aux cellules épithéliales (Badea et al., 2003).
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Le géne tccP n'est que le deuxiéme effecteur apres Tir qui joue un réle direct dans la polymeérisation de

l'actine induite par les AE-STEC (Garmendia et al., 2005).

Le géne gadAB encode la glutamate décarboxylase et protége E. coli des effets toxiques du pH bas et

des acides de fermentation, facteurs présents dans la lumicre intestinale (Grant et al., 2001).

Le geéne stcE code une protéase qui joue un role de métalloprotéase et de mucinase. Cette enzyme est
impliquée dans 1’adhésion intime de certains O157:H7 aux cellules de 1’hote par un clivage de

glycoprotéines cellulaires (Grys et al., 2005).

Les genes ehxA et hlyA codent les enterohémolysine A et a-hémolysine, qui sont impliquées dans la
lyse cellulaire des lignées lymphocytaires et érythrocytaires en formant des pores dans la membrane
cellulaire (Lorenz et al., 2013). Ces toxines sont détectées chez les souches EPEC et les STEC isolées
de cas cliniques graves, d’animaux malades et de I’environnement (eaux usées d’origine humaine et

animale) (Kobayashi et al., 2013).

Le geéne iha (IrgA homologue adhesin) code une protéine trés proche de la protéine IrgA (Iron- regulated
gene homologue A) produite chez Vibrio cholerae. Elle joue un role dans I’acquisition du fer par la
bactérie en lien étroit avec 1’adhésion des souches STEC et AE-STEC. Cette protéine contribue a la

virulence des souches en favorisant leur fixation (Tarr et al., 2000).

Le géne saa (STEC autoagglutinating adhesin) code une adhésine non fimbriale auto-agglutinante. Elle
a été mise en évidence dans des souches STEC responsables d’infections humaines et animales et isolées

de I’environnement (Amézquita-Lopez et al., 2014).

Le gene subA code la cytotoxine subtilase qui est une toxine homologue a celle produite chez Bacillus
anthracis (Paton et al, 2004). Produite chez les STEC en général cette toxine est responsable de

thrombose et de nécrose en agissant via 1’arrét de la synthése protéique des cellules (Galli et al., 2010).

Les génes des long polar adhesin (Lpf) sont présents chez de nombreuses souches d’ E. coli. Si leur role
dans 1’adhésion des souches STEC est avére, il n’est cependant pas clairement défini chez les EPEC

(Tatsuno et al., 20006).

Les différents geénes de virulence étudiés dans cette étude ainsi que leurs fonctions sont représentés dans

le Tableau 3.
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Tableau 3 : Genes de virulence retrouvés chez les souches EPEC et (AE)-STEC d’E. coli.
Suppport
Génes Noms Fonctions Références
génétique
espA Formation de la seringue _
espB . moléculaire et translocation de Garrido et al., 2006
P LEE4 Protéine de protéines
espD secretion d 'E. coli
osF Cible les mitochondries, provoque Nougayréde et
P la mort de la cellule Donnenberg., 2004
g map Mitochondrial Cible les _mitoc_hondries, Lizumi et al., 2007
'§ Q associated protein formation filipodes,
§ E ir LEES Translocated Réceptegr_de I’intimine, fqrmation Garrido et al., 2006
2 = intimin receptor de la Iésion A/E et du piédestal
g S e Intimine Protéine d’;}d.hésion, formation Garrido et al., 2006
] 1ésion A/E
espG1/2 LEEI Module et perturbe le Clements et al., 2011
cytosquelette
. Régule la translocation de
Protéine de . .
espZ/sepZ LEE2 secretion d’E. coli | Protéines effectrices codées par le Berger et al., 2012
LEE
espH LEE3 Perturbe le cytosquelette Roxas et al,, 2018
. . . Thanabalasuriar et al.,
nleA/espl prophage Perturbe les jonctions serrées 2010
Ky Non LEE-encoded Interfére avec la réponse Gao et al., 2013
Q| meB prophage effector inflammatoire de I’hdte
2 Supprime la réponse Sham et al., 2011
E nleC prophage inflammatoire de ’hote
§ ’ Phage Cycle inhibiting Cryclogliobrllgne enrllpecllllarﬁ1 ila Samba-Louaka et al.,
S “ lambdoide factor progression du cyce cellulaire 2009
et : puis I’apoptose
S espJ prophage Inhibe I’opsonophagocytose par Marchés et al., 2008
g les globules rouges
3 espC . . . oy e
S (EPEC) prophage Protéine de Perturbe les jonctions épithéliales, )
PE secretion d E. coli mucinase, clive le facteur de Dziva et al., 2007
espo e pO157 coagulation humain V
STEC)
Entérohémolysine Cytotoxine capable de lyser les
ehxA pO157 N s érythrocytes, induit la libération | Lorenzetal,, 2013
de cytokines inflammatoires
, Colonisation du tube digestif des
efal chromosome EHEC factor bovins et inhibe 1’action des Badea et al., 2003
© adherence
= lymphocytes
§ tocP rophage Tir-cytoskeleton Formation 1ésion A/E, Garmendia et al.,
§ prophag coupling protein polymérisation de I’actine 2005
S
2 gad chromosome G lutamate Maintient pH neutre intracellulaire Grant et al., 2001
§ décarboxylase
E etpD pO157 Type I secretion En lien avec la sécrétion du StcE Lathem et al., 2003
S protein
i~ katP pO157 Catalase, Protége contre les dommages Heimer et al., 2002
s peroxydase oxydatifs
§ iha chromosome Irgd homqlogue Adhésine, acqu1s1F1(_)n du fer par la Tarr et al., 2000
S adhesin bactérie
N , Lyse des lymphocytes et
; hilyA chromosome a-hemolysin érythrocytes Lorenz et al., 2013
S STEC iy . L
o saa 0113 autoaselutinatin Adhésion par autoagglutination Amézquita-Lopez et
g ‘ P sgrunanng observée chez les STEC al., 2014
§ adhesin
< subA pO113 Cytotpxme Induit ’arrét fi.e la synthese Paton et al., 2004
subtilase protéique
. N Role d’adhésion pour les souches
Ipf4 chromosome | Long polar fimbriae STEC Tatsuno et al., 2006
sicE pO157 Métalloprotéase et Protéase contribuant & I’adhésion Grys et al., 2005

mucinase

intime des AE-STEC
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2.4 O80:H2, un sérotype émergent

A coté des sérotypes AE-STEC les plus fréquents dans I'Union européenne et en Suisse (026:HI11,
0103:H2,0111:H-, 0O121:H19, O145:H-, O157:H7), des dizaines d’autres sérotypes peuvent également
étre détectés quoique beaucoup plus rarement (EFSA, 2017 ; Fierz et al., 2017 ; Mainil et Fairbrother,
2014). Cependant, certains de ces sérotypes AE-STEC plus rares peuvent aussi émerger, comme le
sérotype O80:H2 qui a émergé en France en 2014. Ces souches AE-STEC O80:H2 portaient les génes
de toxine de Shiga stx2a, stx2c ou stx2d, et le sous-type rare d’intimine eae. Ce sérotype O80:H2 était
cependant associé non seulement a des colites hémorragiques et au syndrome hémolytique-urémique,
mais aussi a une bactériémie et a des abces profonds (Soysal et al., 2016). Les patients présentaient une
défaillance de plusieurs organes, une atteinte ¢tendue du systéme nerveux central et une
microangiopathie thrombotique étendue (Mariani-Kurkdjian et al., 2014).

En effet, les AE-STEC O80:H2 représentent un pathotype hybride qui combine les facteurs de virulence
classiques des AE-STEC (stx, eae, ...) avec des déterminants de virulence extra-intestinale (Cointe et
al., 2018). Le phénotype de virulence extra-intestinale est attribué a la présence d'un plasmide porteur
de genes de virulence qui permettent la translocation de 1'intestin vers des sites extra-intestinaux et la
survie d'E. coli dans le sang et les organes internes. Ce plasmide est dénommé pS88, car il est étroitement
relié au plasmide pS88 que l'on trouve dans les E. coli septicémiques aviaires (APEC) et dans ceux
responsables de méningites néonatales chez les jeunes enfants (NMEC). Le plasmide pS88 porte
notamment les génes iro (acquisition du fer), iss (résistance au sérum) et A/yF (hémolysine aviaire),
sitABCD (transporteur ions), iut4 (récepteur du fer), iucC (synthése aérobactine) et ompTp (protéase)
(Peigne et al., 2009). De plus, certains plasmides pS88 portent également une cassette génétique qui
confére une résistance a plusieurs classes d'antibiotiques (aminoglycosides, tétracyclines et B-lactames)
et aux métaux lourds comme le mercure, formant ainsi des plasmides mosaiques, comme le plasmide

(pR444_A).

Ce sérotype AE-STEC O80:H2 émergent, appartient au ST301, au complexe clonal CC165 et forme un
groupe distinct dans la phylogénie des AE-STEC, car il appartient au phylogroupe A (Cointe et al.,
2018), alors que les autres appartiennent au phylogroupe E (O157:H7) ou B1 (sérotypes non O157)
(Denamur et al., 2021), ce qui suggére que le sérotype O80:H2 a émergé indépendamment des autres

sérotypes AE-STEC.

En dehors de la France, des souches AE-STEC O80:H2 ont également été identifiées, mais de maniére
plus sporadique chez I'hnomme en Belgique (De Rauw et al., 2019), en Suisse (Fierz et al., 2017), en
Hollande (Wijnsma et al., 2017) et au Royaume-Uni (Rodwell et al., 2021).

Des données récentes suggerent d’ailleurs que le sérotype O80:H2 est devenu le deuxiéme sérotype AE-

STEC le plus fréquemment isolé en 2016 en France (Bruyand et al., 2019). 37
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Il est également le troisiéme sérotype AE-STEC le plus fréquemment isol¢ parmi les cas de SHU en

Europe en 2019, responsable de 9% des SHU européens (EFSA, 2021).

Une étude récente a aussi révélé que 40% des 104 E. coli entéropathogenes atypiques (aEPEC) isolés
de veaux belges diarrhéiques entre 2009 et 2015 appartiennent au sérotype O80:H2 et portent le géne
eae& (Thiry et al., 2017). Par contre, aucune souche AE-STEC O80:H2 n’avaient été identfiées chez ces
veaux diarréhiques avant nos travaux. Enfin, aucune souche AE-STEC ou EPEC O80:H2 n’avait pu étre
isolée a partir de prélévements fécaux de bovins sains réalisés dans deux abattoirs belges en 2014 (Thiry

et al., 2018).
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3. Les bactériophages

3.1 Historique

La découverte des bactériophages fait I’objet d’une controverse. Selon la source, elle est attribuée au
bactériologiste anglais Frederick Twort ou au biologiste Franco-canadien Félix Hubert D’Hérelle. Dés
1896, des études faisaient allusion a l'existence de « phagelike » ayant une activité antibactérienne. A
I’époque, Emest Hanbury Hankin (bactériologiste britannique) s’intéresse de prés aux propriétés
bactéricides des eaux de la Jumna et du Gange, deux fleuves d’Inde, lorsqu’il constate que les colonies
de bactéries de choléra (Vibrio cholerae) qui ont prospéré dans I'eau du robinet meurent rapidement
dans I'eau du Gange. Il poursuit donc son expérience en utilisant I'eau du Gange filtrée ou bouillie (30
min a 115 °C). A sa grande surprise, tandis que I'eau filtrée continue & montrer un effet antibactérien,
l'eau bouillie n'a plus cette propriété. Ceci indiquait clairement que le facteur responsable de 1’action
bactéricide de l'eau était thermolabile, mais pas non filtrable avec le filtre Pasteur utilis¢ dans son
expérience (Born et al., 2015 ; Hankin, 1896). Malgré ses observations, il ne détermine ni I’origine ni la

nature de cette substance active présente dans les deux fleuves.

Frederick William Twort quant a lui, a déja relevé en 1914 plusieurs de ces caractéristiques au cours de
ses travaux sur le virus de la vaccine qu’il publie dans le journal The Lancet (Twort, 1915). Il a obtenu
sur certains tubes de gélose inclinée, une culture d’un microcoque dont certaines colonies prenaient un

aspect vitreux et transparent. Néanmoins il abandonne ses recherches sur ce phénomeéne.

En 1916, au cours de ses recherches au sein de ’institut Pasteur a Paris, Félix Hubert D’Hérelle observe
la formation de cercles de lyse sur des cultures de Shigella dysenteriae, bactérie responsable de la
dysenterie bacillaire. Intrigué par la ou les causes de ce phénomene, il poursuit ses recherches et parvient
ainsi a isoler un « microbe » qu’il nomme anti-Shiga a partir de selle de personnes malades. Le filtrat
actif de selles mis au contact d’un bouillon de culture de bacilles de Shigella provoque leur lyse dans un
laps de temps trés court (D’ Herelle, 1917). La poursuite de ses travaux lui permet de déduire qu’il s’agit
d’un microorganisme, capable de se multiplier en présence de bactéries intégres, capable de traverser
les filtres utilisés a I’époque, transmissible d’une culture a I’autre et non pathogene a 1’égard des animaux
(D’Herelle, 1917; 1918a). Persuadé que ce micro-organisme est unique et qu’il appartient a un genre
nouveau, il le nomme « Bacteriophagum intestinalis » (D’Hérelle F, 1918b) et envisage de 1’utiliser pour

combattre les épidémies bactériennes qui faisaient des ravages a cette époque.

Les débuts de I’age d’or ont été¢ marqués par les 17 essais thérapeutiques de Félix Hubert D’Hérelle sur
les animaux en 1918 puis rapidement sur de jeunes enfants de 1’hopital Necker a Paris atteints de
dysenterie bacillaire en 1919. Il publie alors ses résultats positifs de phagothérapie deux ans apres, dans

son ouvrage intitulé : Le bactériophage : son role dans 'immunité (D’Hérelle F, 1921).
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A partir de ce moment, convaincu de I’innocuité de cette thérapeutique, il décide de se consacrer a la

lutte des diverses infections bactériennes connues aux moyens de préparations bactériophagiques.

En 1940, Helmut Ruska, griace a I’avénement du microscope électronique, met en évidence pour la
premiére fois un bactériophage de la bactérie E. coli ainsi que son action lytique (Kruger et al., 2000).
Entre 1920 et 1940, la phagothérapie connait donc son dge d’or, mais elle sera mise rapidement de coté

par les pays occidentaux, alors que les pays de I’Est continuent a mener des travaux de recherche.

Dans les pays occidentaux, le déclin de la phagothérapie réside dans I’avénement des antibiotiques au

milieu du XXM€ sigcle (Aminov, 2010). Ainsi en Europe occidentale, les nombreux avantages apportés
par les antibiotiques di a leur large spectre d’action ainsi que leur facilité d’utilisation et leur stabilité
concourent a 1’abandon de la phagothérapie (Summers, 2012). A I’inverse, dans certains pays de
I’Europe de I’Est, notamment ceux de 1’ex-Union Soviétique (Géorgie, Pologne et Russie), ’utilisation

de préparations phagiques reste prépondérante dans le systéme de santé.

A partir des années 1950, la recherche sur les bactériophages joue un réle important dans I’essor de la
biologie moléculaire. Parmi les applications directes, nous pouvons noter la technique du phage display
(Smith, 1985), I’utilisation du phage A comme vecteur de clonage pour insérer de 'ADN dans les
bactéries (Chauthaiwale et al., 1992), I'utilisation de ligases (phage T4) (Pascal, 2008), et de
polymérases (phages T7 et T4) lors des réactions de PCR par exemple (Kubista et al, 2006). En
paralléle, de leurs utilisations pour la recherche fondamentale qui ont conduit & mettre en place les piliers
de la génétique moderne, certains chercheurs scientifiques sont toujours convaincus du potentiel des
bactériophages pour lutter contre les infections ou pour leurs propriétés prophylactiques mais il faut

attendre les années 80 pour que la phagothérapie suscite un nouvel intérét en Occident, et 2004 pour

assister au 1°T congres international sur la biologie des Phages.
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3.2 Structure et classification

Le terme bactériophage, d’origine grecque, est constitué de la racine « phagos » qui signifie « manger »
et du suffixe « baktéria » qui signifie « baton », la notion de baton faisant référence aux bactéries a cette
époque. C’est donc Félix Hubert d’Hérelle qui employa ce terme pour la premicre fois pour qualifier ce
« microbe invisible » capable de « manger » des bactéries. Egalement appelés phages, ils font partie de
I’ensemble des virus. Les phages, parasites intracellulaires obligatoires, utilisent ainsi toute, ou partie,
de la machinerie biosynthétique de leur hdte procaryote pour se reproduire et se multiplier. Par
conséquent, ils sont inoffensifs pour les cellules eucaryotes (humaines, animales et végétales) et
peuplent tous les écosystémes ou 1’on retrouve des bactéries tels que les eaux d’égouts, les eaux douces,
le sol, le corps humain, etc.. (Breitbart, 2012). Ils sont ainsi de trés loin 1’entité biologique la plus
abondante sur Terre. D’aprés M. Breitbart qui ne s’intéresse pourtant qu’a une seule des niches

¢cologiques des phages : le milieu marin, il souligne dans une revue que les virus y sont de loin les

31
prédateurs les plus abondants avec un nombre estimé a 10 . Malgré leur petite taille (20-200 nm) la
biomasse des virus océaniques se classe au second rang apres la biomasse totale des procaryotes (Suttle,

2005).

3.2.1 Morphologie générale

Le bactériophage est d’une manicre générale, constitué d’acide nucléique porteur de 1’information
génétique, sous la forme d’ADN ou d’ARN. Un arrangement de protéines selon des motifs précis permet
de protéger cette information génétique en formant la capside. L’acide nucléique associé a la capside
forme la nucléocapside que 1’on appelle aussi « téte » du bactériophage (Figure 12). Dans certains cas,
cette derniére peut étre entourée de lipides et de protéines virales formant une enveloppe, on parle alors
de phages « fragiles », a contrario des phages non enveloppés qui sont qualifiés de « résistants »

(Guttman et al., 2005).

3.2.2 Génome viral

L’information génétique portée par le génome viral est & I’origine de la synthése des protéines virales.
Ce dernier est constitué d’une molécule d’acide nuclé¢ique (ADN ou ARN) qui peut étre bi-caténaire
(double brin) ou monocaténaire (simple brin), segmenté ou non, mais également lin¢aire ou circulaire.
La majorité des phages connus ont une molécule d’ADN bi-caténaire. La majorité des phages ont un
génome allant de 35 a 100 kb. La taille du génome est directement liée a la complexité morphologique
du phage. Deux types de protéines sont codées par le génome et indispensables lors de la multiplication
intracellulaire du phage : les protéines structurales et les protéines non structurales. Leurs fonctions

seront détaillées en méme temps que le cycle viral.
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3.2.3 Diversité des capsides

La capside, est une coque de nature proté€ique qui entoure le génome et est capable d'assurer sa protection
et sa persistance dans le milieu extérieur. Selon I’architecture de la capside, quatre types de symétries

sont représentées parmi les phages :

o Symétrie hélicoidale : la capside est cylindrique. Les bactériophages ont alors une forme de
filaments ou de batonnets.

e Symétrie cubique ou icosaedre : la capside est a symétrie icosaédrique. Les bactériophages
peuvent alors apparaitre sphériques.

e Symétrie binaire ou phage caudé : la capside ou « téte » est a symétrie icosaédrique et la «
queue » est a symétrie hélicoidale.

e Symétrie complexe : la capside est de forme trés diverse, on parle alors de phage pléomorphe.

Les variations de forme, de taille, de symétrie dans la morphologie des phages permettent de les classer
en sept groupes différents, eux-mémes scindés en vingt et un sous-groupes, parfois composés d’éléments

trés polymorphes.

Téte contenant 'ADN

] :l" Gaine hélicoidale contractile

Fibres

AL

L

Plateau de base

Figure 12 : Structure générale d’un bactériophage (Meyer, 2020).
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3.3 Taxonomie

Historiquement, les phages ont été classés en fonction de leur morphologie, avant I'existence de la PCR,
du séquencage ou de nombreuses méthodes moléculaires (Ackermann et Dubow 1987 ; Ackermann,
2001, 2006). Pour les phages a queue, la taxonomie a été dérivée du travail de classification de David
Bradley (Memorial University, Canada) qui les a classés en trois morphotypes, A (queue contractile), B
(longue queue non contractile), C (courte queue non contractile), sur base de la microscopie
¢lectronique, un systéme qui a ensuite été amélioré par Ackermann et Eisenstark (1974) (Bradley, 1967 ;
Ackermann et Eisenstark, 1974). En 1971, ce systéme a été officiellement adopté par le Comité
international de la nomenclature des virus (ICNV), mais pas avec les noms que nous connaissons
aujourd'hui. Les noms Myoviridae, Podoviridae et Siphoviridae ont été officiellement acceptés par le
Comité international sur la taxonomie des virus (ICTV) en 1981 et 1984. L'ordre Caudovirales, unifiant
tous les phages a queue, a été¢ proposé en 1998 par Hans-Wolfgang Ackermann. Certaines des autres
familles de phages ont une histoire tout aussi longue, les familles Inoviridae (Tubulavirales),
Microviridae, Tectiviridae, Corticoviridae, Plasmaviridae, Leviviridae et Cystoviridae ayant toutes été
officialisées en 1978. Ce systéme de classification par famille, vieux de plus de 40 ans, a donné lieu aux

figures classiques des manuels (Figure 13) sur la taxonomie des phages.

Caudoviricetes Corticoviridae Tectiviridae

ghste

Plasmaviridae Cystoviridae Leviviridae

LI Qo

Tubulavirales Microviridae

— = — U

Figure 13 : Dessin lin¢aire des morphotypes de bactériophages (Turner et al., 2021).

43



Chapitre 1 Introduction

Au début des années 2000, le séquencage des génomes de phages a révélé une diversité génomique
beaucoup plus importante que ce qui avait été envisagé auparavant, en particulier chez les
bactériophages appartenant a l'ordre des Caudovirales, ce qui a conduit a la création des premieres sous-
familles au sein des trois familles existantes : Podoviridae (Lavigne et al., 2008), Myoviridae (Lavigne
et al., 2009) et, plus tard, Siphoviridae (Krupoivc et al., 2016). Avec 'augmentation du nombre de
génomes de phages dans les bases de données, il est rapidement apparu que ces trois familles n'étaient
pas monophylétiques et cohésives au sein d'un ordre monophylétique. Cette paraphylie a été illustrée
par un certain nombre d'outils et de publications ce qui a amen¢ le sous-comité des virus bactériens et
archéens de I'ICTV a définir de nouvelles familles basées sur le génome. Pour le moment, trois nouvelles
familles de myovirus ont été officiellement ratifiées : Ackermannviridae (Adriaenssens et al., 2018),
Chaseviridae (Adriaenssens et al., 2020), Herelleviridae (Barylski et al., 2020a,b) ; deux pour les
siphovirus, Demerecviridae (Adriaenssens et al., 2020) et Drexlerviridae (Adriaenssens et al., 2020), et
une pour les podovirus, Autographiviridae (Adriaenssens et al., 2020). Ces derniéres années, I'lCTV a
¢largi les rangs taxonomiques, qui allaient auparavant d’espéces a ordre, pour inclure 15 divisions
jusqu'au domaine, afin de faciliter la description des relations d'ordre supérieur entre les groupes de virus
(Gorbalenya et al., 2020 ; Koonin et al., 2020). Pour les phages a queue, cela a conduit a l'introduction
de la classe Caudoviricetes comprenant tous les phages a queue. Avec la création de cette classe, il a été
en mesure d'abolir I'ordre des Caudovirales et les familles Myoviridae, Podoviridae, et Siphoviridae, et
de les remplacer par des familles monophylétiques, basées sur le génome. Cependant, les termes
myovirus, podovirus et siphovirus seront utilisés pour indiquer la morphologie du phage. La famille
Herelleviridae a été créée comme étude de cas pour la délimitation et la structuration interne de
nouvelles familles futures (Barylsi et al., 2020). L'élimination des familles de phages classiques crée en
premier lieu un grand nombre de sous-familles et de genres de "Caudoviricetes non classifiés".

Deux phages sont assignés a la méme espece si leurs génomes sont identiques a plus de 95% au niveau
des nucléotides sur toute la longueur de leur génome, testé réciproquement et a plus de 70% pour le
genre. Ces valeurs peuvent étre calculées par un certain nombre d'outils, tels que BLASTn (% d'identité
multipli¢ par % de couverture) (Altschul et al., 1990), VIRIDIC (calculateur de distance
intergénomique) (Moraru et al., 2020). La sous-famille est facultative pour les bactériophages. Les
membres d’une méme famille partagent un nombre significatif (dépendant de la taille des génomes et
du nombre de séquences codantes) de génes orthologues. L’ordre doit étre monophylétique et est

proposé lorsque deux familles ou plus sont apparentées.
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3.4 Les différents cycles de multiplication

Tous les phages connus peuvent étre divisés en deux groupes principaux en fonction du type d’infection
qu’ils induisent lors de leur parasitisme (Kutter et al., 2005). Un groupe se caractérise par une infection

lytique et I’autre est représenté par un cycle lysogeéne également appelé tempéré.

Dans la premiere forme d’infection, la libération de ’ADN induit un détournement de la machinerie
enzymatique de la bactérie hote pour le bénéfice des agents infectieux aboutissant a la synthése de 50 a
200 nouveaux phages. Cette abondante synthése nécessite une réquisition des ressources de la cellule
héte. S’en suivra une lyse, causant la mort de la cellule bactérienne hoéte et la libération de nouveaux

virions sur le site infectieux.

L’autre mode d’infection, lysogeéne, se caractérise par I’intégration de I’ADN du phage dans le génome
de la cellule héte. L’ ADN de phage incorporé sera répliqué en méme temps que le génome des bactéries
hotes et de nouvelles bactéries hériteront de ce fragment d’ADN viral. Cette transmission pourrait avoir
lieu a travers plusieurs générations de bactéries sans grandes conséquences métaboliques pour elles. En
revanche, en présence d’un stress tels que les UV ou un environnement non favorable pour la bactérie,
I’ADN du phage est capable de revenir a un cycle lytique, conduisant a la libération de phages

complétement assemblés (Figure 14).
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Figure 14 : Cycle lytique et lysogénique (adaptée de Salmond et Fineran, 2015).
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3.4.1 Le cycle lytique

Les phages virulents sont limités a un cycle de vie lytique qui se termine finalement par la lyse de leur
héte pour libérer les virions de la descendance. Les phages lytiques (ou virulents) sont capables de
détruire les bactéries en libérant de nouveaux phages dans I'environnement en moins de 30 minutes. La
plupart des phages qui sont problématiques pour les industries de fermentation et de bioprocédés sont
de type lytique strict. A I’inverse ils peuvent également étre d’un grand intérét pour d’autres applications

comme la phagothérapie.

Aprés la phase d’adsorption a la surface de la cellule hote, le phage introduit son génome dans le
cytoplasme de I'héte, il utilise la machinerie cellulaire de la bactérie pour fabriquer des protéines
essentielles a la réplication du génome, a la formation de nouveaux virions et a la lyse de la bactérie

hote.

Le cycle lytique se déroule en plusieurs étapes :
A. L’adsorption :

Une souche de bactériophage spécifique est connue pour étre capable d'infecter une gamme d'hotes
étroite. Cette spécificité de l'interaction de la cellule bactérienne avec le phage est déterminée par la
spécificité d’adsorption, qui a son tour dépend de la nature et de la structure des récepteurs de la surface
cellulaire bactérienne. La spécificité des bactériophages a une cible est due a la présence de récepteurs
spécifiques localisés a la surface de la bactérie hote et permettant l'infection. Cependant, cette interaction
phage-bactérie est complexe. L'adhésion des phages peut étre affectée par une variété de variables, y
compris la virulence de la bactérie, les circonstances de croissance, ou si la bactérie est gram-positive
ou gram-négative (Rakhuba et al., 2010). Les phages s’adsorbent en deux étapes. La premiére,
réversible, implique des interactions faibles de type Van der Waals. A ce stade, le phage peut ne pas
poursuivre I’infection de la bactérie si les conditions environnementales ou intrinséques ne le permettent
pas. Parfois deux récepteurs sont impliqués dans I’adsorption. Le premier fixe le phage trés en surface,
par exemple une flagelline d’un flagelle bactérien. Puis des changements conformationnels engendrés
par cette liaison modifient I’organisation du support du récepteur qui va alors « tracter » le phage au
contact d’un second récepteur plus proche de la membrane bactérienne. L'emplacement et le type de
récepteur de surface des cellules bactériennes peuvent varier (Fokine et Rossmann, 2014) : chez les
bactéries Gram -, il peut s’agir des protéines flagellaires ou des lipopolysaccharides (LPS). Le site
d’interaction phagique quant a lui peut étre situé au niveau des fibres caudales (courtes ou longues) ou
au niveau de la capside. Cette fixation, réversible a son début via des interactions électrostatiques,

devient donc rapidement irréversible.
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B. Transfert du génome phagique

Une fois D’adsorption terminée le processus de « tunnélisation » de la paroi bactérienne débute
immédiatement. Les phages disposent d’un équipement enzymatique et glycoprotéique, adjacent a leurs
sites de fixation, capable de perforer la paroi des bactéries. En effet, contrairement a un virus de cellule
eucaryote qui n’a que la membrane cellulaire a franchir, les phages vont étre confrontés au
peptidoglycane bactérien. La digestion du peptidoglycane se poursuit jusqu'a la membrane bactérienne
qui sera perforée de la méme manicre. L’adhésion irréversible produit un signal en cascade qui est
transmis le long de la queue du phage, entrainant l'ouverture du canal et permettant a I’acide nucléique
du virus d’étre transporté dans le cytoplasme bactérien tandis que la capside reste a I’extérieur (Plisson

et al., 2007).

C. Réplication du génome phagique

Aprés injection de leur génome dans la cellule hote bactérienne, I'ADN est circularisé et répliqué par
réorientation biochimique de la bactérie. Une fois a l'intérieur, le phage synthétise des protéines
précoces, notamment des endonucléases et des exonucléases qui dégradent le génome de 1'hote. Ils sont
ensuite capables d'utiliser la machinerie de la cellule hote pour synthétiser des protéines et produire une
descendance. Les nucléotides libérés peuvent étre recyclés par le phage pour la réplication de sa propre
descendance, ou excrétés de la cellule hote. De petites modifications chimiques, au génome du phage
permettent de différencier son matériel génétique de celui de I'héte et d'empécher son autodégradation
au cours de ce processus. Parmi les autres protéines précoces figurent celles nécessaires a la réplication
du génome du phage. L'ARN n'étant pas dégradé, le phage peut également produire des inhibiteurs qui
empéchent 'ARN polymérase de 1'hote d'interférer avec les polymérases virales lors d'une infection
ultérieure. Le génome du phage nouvellement synthétisé produit des protéines tardives, notamment les

sous-unités de la capside et la queue (Verbeken, 2015).

D. Nouveaux phages

Une fois que tous les composants ont été synthétisés, ils doivent étre assemblés en phage mature. Les
protéines de la capside s'assemblent pour former des tétes vides dans lesquelles 'ADN phagique
condensé est emballé. Les parties de la queue s'assemblent indépendamment de la structure de la téte et
la derni¢re étape de la synthése consiste a joindre les tétes remplies aux queues pour former la
progéniture du phage. Les enzymes produites par le phage affaiblissent progressivement la paroi de la
cellule bactérienne et finalement les cellules bactériennes se lysent, libérant en moyenne 100 a 200

progénitures de phages dans le milieu environnant.
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Les phages lytiques exercent une pression sélective sur la population bactérienne, ¢liminant les hotes
sensibles et favorisant la propagation de la résistance, par transfert de génes par exemple, au sein de la

population bactérienne (Steward, 2018).

3.4.2 Le cycle lysogénique

Les phages tempérés sont capables de subir un cycle de vie lysogéne qui débute de la méme fagon que
le cycle lytique, avec l'injection du matériel génétique des virus qui est ensuite circularisé. Cependant,
le phage ne se multiplie pas, mais intégre son génome dans le chromosome de I'héte pour établir un état
de prophage par le phénomeéne de transduction. Par conséquent, le phage est répliqué a chaque division
de la bactérie tout en étant dans un « état de repos », les cellules filles hériteront donc de I’ADN viral.
Le signal permettant d'entrer dans le cycle de vie lytique ou lysogeéne par ces phages de descendance
tempérée est basé sur un interrupteur génétique qui détecte les conditions environnantes dans lesquelles
il devra évoluer. Des déclencheurs environnementaux tels que, le pH, la température, la concentration
en sel, une carence nutritionnelle ou des déclencheurs cellulaires peuvent induire le passage au cycle
lytique et libérer des progénitures de phages en établissant un cycle lytique complet. Plus récemment,
des travaux ont mis en évidence la production de peptides par les phages eux-mémes, leur permettant
d’osciller entre cycles lytiques et cycles lysogéniques (Erez et al., 2017). Dans certains cas, des
changements peuvent survenir dans le phénotype de la bactérie permettant au bactériophage d'offrir de
nouvelles propriétés a la bactérie hote. Comme dans le cas des nouveaux genes de virulence, ces
nouvelles caractéristiques peuvent étre avantageuses ou non. Les phages tempérés servent de vecteurs

et d'instruments en biologie moléculaire (Ravat et al., 2015).

3.4.3 Les autres cycles

e Le cycle pseudo-lysogénique

Le phage injecte son génome dans la cellule hdte mais celui-ci ne s’intégre pas et reste latent dans le
cytoplasme, sous forme extra-chromosomique comme un plasmide. Ce cycle, reste mal compris et
interviendrait chez les bactéries ne possédant pas assez d’énergie disponible pour le phage, cela lui
permettrait ainsi de persister dans des environnements défavorables en attendant des conditions plus
propices pour mettre en place un cycle lytique ou un cycle lysogénique (Figure 14) (Los Marcin et

Wegrzyn Grzegorz, 2012).
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e Le cycle chronique

Le cycle chronique n’a été décrit que pour une espece de phages, les phages M 13 du genre inovirus. En
effet, dans leur cas, la libération de nouveaux virions se fait par bourgeonnement ou extrusion. La

bactérie est alors préservée de la lyse et reste porteuse du génome phagique de fagon chronique (Figure

15) (Wilson et Finlay, 1998)
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Figure 15 : Cycle chronique et cycle pseudolysogénique (Dufour, 2016).

4. Phages Stx

4.1 Morphologie des phages Stx

Tous les phages Stx connus sont des phages a ADN double brin avec une organisation génétique
fonctionnelle similaire a celle de 'archétype du phage lambda, qui est I'un des phages d'E. coli les mieux
¢tudiés (Casjens et Hendrix, 2015). Les phages Stx partagent une structure téte-queue commune allant
de tétes icosaédriques ou allongées a des queues contractiles, non contractiles ou courtes avec ou sans

fibres caudales (Smith et al., 2012).

Bien que tous les phages Stx partagent la méme structure génétique de type lambda, des variations
significatives dans leur composition génétique se produisent et des tailles de génome allant de 28,7 a

71,9 kb ont été décrites.

Le génome d’un phage lambdoide (tel que le phage A et les phages Stx) est organisé en opérons ou
groupes de genes pour lesquels la transcription ne s’effectue pas simultanément. Ces génes sont nommeés
précoces immédiats, précoces retardés et tardifs selon le moment ou ils sont transcrits. Parmi les génes

précoces, les génes codant les protéines N et Cro sont les premiers a étre transcrits.
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La protéine Cro joue un réle dans I’entrée en cycle lytique. La protéine N, quant a elle, est un anti-
terminateur de transcription. Elle se fixe aux promoteurs pL et pR et permet ainsi de continuer la
transcription des geénes précoces. Les autres génes précoces codent les protéines impliquées dans la
réplication (O et P) et dans la recombinaison du phage (telles que Int, Xis, Exo, Bet et Gam) ainsi que
la protéine Q et les protéines cll et clIl. La protéine Q est également un anti-terminateur de transcription.
Elle se fixe au promoteur pR’ permettant la transcription des genes tardifs. Ces geénes codent les
protéines impliquées dans la lyse cellulaire (R et S). Les genes tardifs codent aussi des protéines
impliquées dans la morphogenése de nouvelles particules de phage comme les protéines A, B, C, D, E
et F formant la téte et G, H, [, J, K, L, M, T, U, V et Z formant la queue (Casjens et Hendrix, 2015).
Parmi les génes de lyse cellulaire, le géne R code une endolysine responsable de la dégradation du
peptidoglycane de la paroi cellulaire. Le géne S, quant a lui, code une petite protéine membranaire
nommeée « holin » qui crée des 1ésions non-spécifiques de la membrane cytoplasmique permettant ainsi

a ’endolysine de dégrader le peptidoglycane (Blasi et Young, 1996).

Enfin, I’entrée en cycle lytique ou lysogénique est controlée par les protéines Cro et cl. La protéine Cro
permet D’entrée en cycle lytique alors que la protéine cl joue un role dans le maintien du cycle
lysogénique. La transcription de cl est initiée grace aux protéines cll et clll. Le maintien du cycle
lysogénique ou I’entrée en cycle lytique résulte d’une compétition entre les protéines Cro et cl ainsi que
d’une cascade complexe de régulation (Figure 16) (Casjens et Hendrix, 2015).
A la différence du phage A, les phages Stx posseédent les génes stx qui ont ét€¢ mis en évidence en aval
du promoteur pR’ (a une distance d’environ 1 kb) et plus précisément en aval des génes de lyse. (Wagner
et al., 2002 ; Wagner et al., 2001b ; Neely et Friedman, 1998).
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Figure 16 : Schéma de 1’organisation génétiques des phages A (A) et Stx2 (B). Les génomes
des phages sont représentés dans leur forme intégrée (prophage) dans le chromosome bactérien (en
noir) entourés des sites jonctions attL et attR (en vert). (A) phage A, (B) phage Stx2. Le phage Stx2

possede trois genes codant pour des ARN de transfert (ARNt) : ileZ, argN et argO (hachures rouges)

(Schmidt, 2001).
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La comparaison des génomes de deux phages Stx a celui du phage A a révélé que certains génes situés
en amont du promoteur pR’ étaient homologues tandis que les génes tardifs et la terminase sont
différents de A (Schmidt, 2001). De plus, trois genes codant des ARN de transfert (ARNY), ileZ, argN et
argO, ont été mis en évidence en amont du géne stx mais seulement dans les phages Stx2 (Plunkett et
al., 1999 ; Schmidt, 2001). Enfin, deux génes, lom et bor, présents chez le phage A ont été aussi identifiés
dans des phages issus de STEC O157:H7. Le geéne bor est impliqué dans la résistance au sérum alors
que le géne /om code une protéine de la membrane externe qui permet d’améliorer la capacité de la
bactérie a survivre dans les macrophages (Schmidt, 2001). Ce géne lom a aussi été retrouvé dans des
phages Stx issus de STEC de sérogroupes non-O157 et est considéré comme un géne de virulence

(Figure 17) (Ogura et al., 2009).

Des phages Stx provenant de différents sérogroupes de STEC (0157, 026, O111 et O103) ont aussi été
comparés. Ces études ont montré qu’il y avait une grande divergence dans I’organisation génomique
des phages Stx provenant de sérogroupes STEC différents (Figure 16) (Ogura et al., 2009, Unkmeir et
Schmidt, 2000). Il est important de noter que, contrairement aux premicres prédictions d'uniformité des
phages Stx, ce groupe de virus a été reconnu comme trés variable (Kriiger et Lucchesi, 2015). Un hote
E. coli peut étre lysogénéisé non seulement par un, mais aussi par deux ou plusieurs phages Stx, ce qui

peut entrainer la production de différents types de toxines Stx dans une cellule bactérienne.

Prophages Stx2 ’ - six2AB
clll n clcllo p ant q 15629 bor
: WWWnWWD:V

0157 (wrbA)  TraR family TraR family

serine protease cI ) lom nleC
0111 (yecE) - mmmm-mmom-um-w
0103 (argW) XRE family dna

antant ant cf helicase g

ST GCIOOCGOG%@!:>
rsR family primase

B Géne de virulence | Lyse Intégrase [) Réplication
il Téte et queue B Protéine de régulation B Séquence d’insertion
[) Autres [} Fonction inconnue [ ARNt (IRR)

Figure 17 : Organisation des génes de phages Stx2 provenant de STEC de sérogroupes différents
(adaptée de Ogura et al., 2009).

4.2 Systéme d’intégration spécifique du site

L’ADN des phages Stx est intégré dans le chromosome bactérien par une recombinaison spécifique de
site (de type « crossing-over »). Cette recombinaison s’effectue entre le site attB de la bactérie et le site
attP présent sur le génome du phage. L’intégrase (Int) codée par le phage est une enzyme recombinase
tyrosine, spécifique du site qui reconnait deux séquences distinctes dans les sites d’attachement (De
Greve et al., 2002) (Figure 18).
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Le site attB (21 pb) contient deux sites de fixation pour la protéine Int, appelés « sites coeur ». Le site
attP (250 pb) contient lui aussi deux sites de fixation pour 1’intégrase, similaires aux « sites cceur » de
la bactérie, nommés « sites arm ». Les deux sites de fixation de Int présents dans les régions « cceur » et
« arm » sont composés de deux motifs de séquences répétées, orientées inversement et séparées par un
court espace appelé région de recouvrement (ou « overlap region ») contenant la séquence a échanger.
Ces motifs sont reconnus spécifiquement par différents domaines de 1’intégrase Int. Une fois intégré, le
génome du phage est encadré par les sites hybrides ou de jonction, attL et attR (Dorgai et al., 1998,
1995) (Figure 18). L’intégration du phage s’effectue selon trois étapes, le clivage des brins d’ADN a la
fois sur les sites attB et attP, I’échange de brins et la liaison des brins de chaque site reformant I’intégrité
du brin d’ADN. Trois protéines accessoires, Xis, Fis et IHF codées par les bactéries se fixent sur une
séquence spécifique de la région arm du site attP et jouent un réle structural dans la formation du

complexe de recombinaison entre 1’intégrase et les sites d’attachement (Dorgai et al., 1998).
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Figure 18 : Recombinaison site-spécifique pour I’insertion et excision de I’ADN du phage dans le

chromosome bactérien (Ramisetty et Sudhakari, 2019).

Deux grandes familles d’intégrase ont été définies, les tyrosine-recombinases et les sérine-recombinases
(Groth et Calos, 2004). Les intégrases codées par les phages de type A appartiennent a la famille des
tyrosine-recombinases. Ces recombinases utilisent un résidu tyrosine pour cliver le brin d’ADN et
reconnaissent généralement de longues séquences attP. Cette famille d’intégrase nécessite des facteurs
supplémentaires codés par le phage et par la bactérie hote comme le facteur d’intégration de I’hote (IHF
ou « integration host factor »). Les sérine-recombinases utilisent un résidu sérine pour cliver le brin
d’ADN. A I’inverse des tyrosine-recombinases, cette famille d’intégrase reconnait des séquences attP

courtes et ne requiert pas de facteurs codés par I’hote (Groth et Calos, 2004).

L’excision du phage est stimulée par le facteur de stimulation d’inversion (FIS) de la bactérie hote.
Durant I’induction du phage, 1’excisionase Xis, si elle est produite en quantité suffisante, va entrainer
I’excision du phage catalysée par 1’intégrase et va controler la directionnalité de la réaction (Abbani et

al., 2007).
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Les protéines Xis et FIS se fixent alors sur leurs sites respectifs (sur les sites X1 et X2 pour Xis, et F
pour FIS) et induisent ainsi une courbure de I’ADN. La fixation de Xis sur X1 permet de faciliter la
liaison entre Int et le site P2 (adjacent au site X1, et seulement impliqué dans I’excision) entrainant une

interaction protéine-protéine et I’excision du phage (De Greve et al., 2002).

4.3 Les sites d’insertion des phages Stx

L’ADN des phages Stx est préférentiellement intégré dans des genes basiques du chromosome bactérien
(Herold et al., 2004). 1l existe, chez les AE-STEC, neufsites d’insertion potentiels des phages Stx décrits
dans la littérature. Les quatre plus connus sont les sites wrbA codant la protéine de fixation du répresseur
du tryptophane (Plunkett et al., 1999), le site yeh) codant un régulateur transcriptionnel (Yokoyama et
al., 2000 ; Creuzburg et al., 2005b), le site yecE dont la fonction est inconnue (De Greve et al., 2002) et

le site sbcB qui code une exonucléase (Mellor et al., 2012).

Les cing autres sites d’insertion sont le site Z2577 codant une oxydoréductase (Koch et al., 2003), le site
ssr4 codant un ARNtm (transfert et messager) (Creuzburg et al., 2005a), le site prfC codant une protéine
nommeée « peptide chain release factor 3 », le site arglW codant I’ARNt-Arg (ARN de transfert de
I’ Arginine) et la région intergénique torS-torT (Shringi et al., 2012).

Lorsque le LEE est absent, les phages Stx sont localisés au niveau de sites d’insertion différents comme,

par exemple, les génes potC, yciD, ynfH, serU et yjbM (Steyert et al., 2012).

11 est intéressant de noter qu'une souche STEC peut posséder plusieurs copies du méme phage Stx a

diverses positions dans son chromosome (Fogg et al., 2007).

4.4 Induction des phages Stx

4.4.1 Systémes d’induction des phages Stx

L’induction des phages Stx permet le passage du cycle lysogénique au cycle lytique et conduit donc a
la libération de nouvelles particules phagiques. La présence d’agents inducteurs, provoquant des lésions
sur I’ADN, peut entrainer I’induction des phages. Les bactéries lysogenes possédant des prophages du
type A sont en général tres stables. Cependant, en I’absence d’agent inducteur externe, une simple Iésion
de I’ADN (coupures) ou un arrét de la transcription suffit a déclencher une induction dite spontanée

(Tyler et al., 2013).

Ces dommages déclenchent une cascade de régulation, le systéeme SOS, impliqué dans la réparation de
I’ADN. Le systéme SOS est composé du régulon LexA auquel appartient la protéine RecA, impliquée
dans la réparation de ’ADN. Cependant, cette protéine permet aussi d’induire un auto-clivage des

répresseurs du phage tels que la protéine cl (Tyler et al., 2013).
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Une fois la protéine cl clivée, le phage entre en cycle lytique provoquant ainsi la production de nouvelles
particules de phages et la synthése des protéines de lyse. Les nouvelles particules de phages sont alors
libérées de la cellule lysée et la toxine se répand hors de la bactérie. Cependant, une mutation mise en
¢vidence dans le géne du répresseur cl permet d’empécher I’induction du phage. Cette mutation nommée
Ind, induit le changement d’un acide aminé dans une région de la protéine cl impliquée dans 1’activité

sérine-protéine permettant son auto-clivage (Tyler et al., 2013).

4.4.2 Autre voie d’induction RecA-indépendante

Il existe un autre mécanisme indépendant de la protéine RecA, le systéme RcsABC, impliqué dans la
détection par la bactérie hdte d’une mort cellulaire imminente. Ce mécanisme permet également
I’induction du cycle lytique des phages (Rozanov et al., 1998). Ce mécanisme est caractérisé par deux
genes d’E. coli : resA et dsrA, qui, lorsqu’ils sont surexprimés, entrainent 1’induction des phages de type
L. Le géne rcsA code la protéine ResA, un régulateur positif de transcription de 1’opéron cps impliqué
dans la synthese de polysaccharides capsulaires. Le géne dsr4 code un ARN de 85 nucléotides qui Iéve

la répression du gene rcsA causé par la protéine « histone-like » H-NS (Rozanov et al., 1998).

4.4.3 Induction spontanée

Les phages Stx sont induits spontanément dans une fraction de souches lysogénes. En effet, une cellule
lysogéne sur 20 000 qui posseéde le phage Stx1 (H-19B) et une cellule lysogéne sur 7 000 qui possede
le phage Stx2 (933W) sont induites spontanément a chaque génération cellulaire en milieu LB (Livny
et Friedman, 2004). De plus, I’induction spontanée des phages Stx est plus fréquente que celle d’autres
phages de type A. Grace a des pressions de sélection, seule une petite partie de la population bactérienne
possédant un phage Stx est sacrifiée pour permettre 1’induction des phages Stx ainsi que la production
de Shiga-toxines. La population majoritaire restante a donc la possibilité de se développer et de coloniser
les cellules épithéliales comme cela a déja été suggéré (Wagner et al., 2001b ; Livny et Friedman, 2004).
Cette population « survivante » est alors a 1’origine des symptomes de diarrhée (Livny et Friedman,
2004).

4.4.4 Facteurs déclencheurs d’induction

e Mitomycine C

La mitomycine C est une molécule fréquemment utilisée pour 1’étude de I’induction des phages Stx.
Des microbiologistes japonais ont découvert la mitomycine comme un antibiotique dans les années 1950
lors de la fermentation de Streptomyces caespitosus. La mitomycine C a plusieurs fonctions tels que la
mutagenese, la stimulation de la recombinaison génétique, I’inhibition de la synthése de I’ADN et

I’induction de la réponse SOS (Tomasz, 1995).
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En effet, une étude d’Imamovic et al. a montré que dans des souches déficientes pour le géne recA, la
mitomycine C n’avait aucun effet sur I’induction des phages présents démontrant ainsi que 1’action de

la mitomycine C est dépendante du systeme SOS (Imamovic et Muniesa, 2012).

L’effet inducteur de la mitomycine C sur les phages Stx a été mis en évidence par plusieurs études
(Garcia-Aljaro et al., 2009 ; Muniesa et al., 2004a ; Muniesa et al., 2003). Cependant, d’autres études
ont montré qu’en présence de mitomycine, il existe des variations d’induction des phages Stx2 (Munesia
et al., 2003). Les résultats montrent que lorsqu’il y a une faible densité optique a 600nm (DOgg,m) de la
culture bactérienne, cela est dii a la lyse bactérienne par les phages et donc qu’il existe une forte
production de phage et une grosse quantité d’ADN de phages libérés. Enfin, une étude de Ritchie et al.
a mis en évidence que la mitomycine C avait trés peu d’effet sur la production de la toxine Stx1 par

rapport a la toxine Stx2 issue de souches bovines (Ritchie et al., 2003).

En présence de mitomycine C, I’induction des phages Stx1 et Stx2 est différente. En effet, la présence
de la toxine Stx2 a été mise en évidence dans la fraction extracellulaire (surnageant de culture) tandis
que la toxine Stx1 n’était pas détectée dans cette fraction mais dans la fraction périplasmique (Shimizu
et al., 2009). Ce résultat suggere que la libération des toxines Stx2 est bien liée a I’induction des phages
Stx2 qui entraine la transcription des genes szx2 et des génes de lyse (S et R). A I’inverse, la transcription

des génes stx! et des geénes de lyse sont indépendants (Shimizu et al., 2009).

e Ultraviolets (UV)

A I’origine, le phage A a été mis en évidence et isol¢ suite a I’irradiation aux UV de la souche d’E. coli
de laboratoire K12 (Casjens et Hendrix, 2015). En effet, une étude a montré que I’irradiation aux UV
¢tait responsable de I’activation du systéme SOS chez E. coli (Aksenov, 1999). Yue et al. ont par la suite
confirmé I’induction des phages Stx chez E. coli O157:H7 suite a une irradiation aux ultraviolets. Ils ont
aussi mis en évidence que I’augmentation de la température de 22°C a 37°C était également un facteur
d’induction. IIs ont d’ailleurs montré qu’une irradiation aux UV associée a une hausse de température

avaient un effet synergique (100 fois plus important) sur I’induction des phages Stx (Yue et al., 2012).

Bien que dans des conditions de laboratoire, l'irradiation aux UV ou les antibiotiques liant I'ADN,
comme la mitomycine C, soient couramment utilisés pour activer la réponse SOS, il semble que le stress
oxydatif puisse étre 1'une des principales causes de l'induction du prophage Stx chez les humains infectés

par des STEC (Licznerska et al., 2016).
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5. Mécanismes de résistance aux bactériophages

Ces derniéres années, la médecine a commence a reconsidérer l'utilisation thérapeutique des phages en
raison de l'augmentation alarmante des infections causées par des bactéries multirésistantes (MDR)
(Moelling, Broecker et Willy 2018). Cependant, le succes de la phagothérapie pourrait étre limité par le
développement de résistances aux phages par les bactéries. De multiples mécanismes permettent aux
bactéries de se défendre contre les phages (Doron et al., 2018 ; Gao et al., 2020), certains spécifiques a
certaines especes ou souches, d'autres plus répandus. Les bactéries échappent aux infections par les

phages de différentes manieres :

5.1 Adaptation des récepteurs

Ce sont des mutations aléatoires ou variations phénotypiques des bactéries qui entrainent une diminution

de I'adsorption des phages (Figure 19). ﬁﬁ
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Figure 19 : Adaptations de I'hote conduisant a la résistance aux phages (Egido et al., 2022). (A)

modifications

Des mutations ponctuelles peuvent entrainer une perte ou une modification des récepteurs
phagiques (rectangles verts), ou une régulation négative de leur expression. (B) Les protéines
masquant les récepteurs (rose), peuvent se lier aux régions exposées a la surface des récepteurs des
phages, les rendant inaccessibles aux phages. (C) Les vésicules de la membrane externe (OMV)
présentant des récepteurs de phages agissent comme des leurres pour empécher les phages de
rencontrer les bactéries. (D) Une augmentation de la production de la matrice extracellulaire (vert
clair) entraine la dissimulation physique des récepteurs phagiques. (E) La variation de phase se
produit par le biais de trois mécanismes : la recombinaison spécifique au site, le mauvais
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appariement des brins glissés et les modifications épigénétiques. Elle peut réguler le phénotype

bactérien, y compris l'expression de protéines de surface comme les récepteurs de phages.

5.2 Systémes de défense de 1'hote

Ce sont des voies moléculaires qui ont évolu¢ spécifiquement chez les bactéries pour prévenir ou

supprimer les infections par les phages (Figure 20).
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Figure 20 : Systemes de défense des phages de I'hdte (Egido et al., 2022). (A) De multiples systémes
de défense agissent par interférence des acides nucléiques. Les systémes R-M (restriction-
modification) sont généralement composés d'une MTase (méthylase) qui méthyle 'ADN endogene
pour le distinguer de I'ADN exogéne, et d'une REase (endonucléase) qui clive ' ADN exogene non
méthylé. Les systémes BREX (bactériophage exclusion) interagissent avec I'ADN phagique et
I'empéchent de se répliquer sans nécessairement le cliver. Les systéemes CRISPR-Cas sont connus
comme le systéme immunitaire adaptatif des bactéries. Le réseau CRISPR contient des séquences
d'origine étrangére qui peuvent &tre transcrites et traitées pour servir de guide a 'endonucléase Cas, qui
reconnait et clive lesdites séquences lors de la réintroduction dans la bactérie. (B) L'infection avortée
comprend une série de mécanismes qui conduisent au suicide des cellules bactériennes. (C) Les
bactéries peuvent produire des métabolites secondaires tels que la daunorubicine (représentée) qui
intercalent ' ADN du phage et 'empéchent de se circulariser et de se répliquer. (D) L'analyse des ilots
de deéfense génétiques a récemment conduit a la découverte d'une série de systémes de défense qui

n'ont pas encore €t¢ entierement caractérisés.
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6. Modeéle de larves Galleria mellonella

L'utilisation de mammiféres comme mode¢les d'infection se heurte a des obstacles éthiques, budgétaires
et logistiques. Tout d'abord, le maintien d'un nombre suffisant d'animaux pour obtenir des données
statistiquement pertinentes est coliteux et souvent considéré comme inacceptable d'un point de vue
¢thique. Deuxiémement, les mammiféres ont des temps de reproduction longs, ce qui ralentit la
progression de l'expérimentation. Plus récemment, les larves de Galleria mellonella ont été introduites
comme modele alternatif pour étudier les infections microbiennes. Les larves de G. mellonella peuvent
étre obtenues facilement et a moindre colit en grand nombre et sont simples a utiliser car elles ne
nécessitent pas d'équipement de laboratoire particulier. Il n'y a pas de contraintes éthiques et leur cycle
de vie court les rend idéales pour des études a grande échelle. Bien que les insectes n'aient pas de réponse
immunitaire adaptative, leur réponse immunitaire innée présente des similitudes avec la réponse
immunitaire des vertébrés (Tsai et al., 2016). La mélanisation, qui comprend la synthése et le dépot de
mélanine pour encapsuler les agents pathogenes au niveau de la plaie, suivie de la coagulation de
I'hémolymphe et de 'opsonisation, commence généralement par des taches noires distinctes sur les
larves de couleur créme (troisiéme image). La mélanisation compléte (larves noires) correspond a la

mort des larves peu apres (Figure 21).

; Melanization

Complete spots tail/line  none

AN

0 1 2 4

Figure 21 : Images photographiques de larves de G. mellonella infectées montrant différents stades de

la maladie (Tsai et al., 2016).
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A coté des sérotypes classiques les plus fréquents et les plus pathogénes d'AE-STEC humains et bovins
(O5:H-, 026:H11, O103:H2, O111:H-, O118:H16 ; O121:H19, O145:H-, O157:H7 et O165:H25)
considérés comme critiques en santé publique, d'autres sérogroupes non classiques émergent depuis
plusieurs années et sont de plus en plus fréquemment associés au SHU chez I'homme (EFSA). Parmi
ceux-ci, le sérotype O80:H2 émerge en Europe de 1’ouest (Niiesch-Inderbinen et al., 2018 ; Wijnsma et
al.,, 2017 ; Soysal et al., 2016 ; De Rauw et al., 2019) depuis 2015 et est devenu un sérogroupe
prédominant associ¢ au SHU chez les enfants en France (Ingelbeen et al., 2018). En plus des
caractéristiques cliniques typiques d'une infection a8 AE-STEC, une bactériémie peut se développer chez

les patients (Mariani-Kurkdjian et al., 2014).

Inversement, une minorité d'EPEC bovins appartient a I'un de ces sérotypes classiques d'AE-STEC, le
sérotype le plus fréquent étant O26:H11. Des EPEC du sérotype O80:H2 ont également été détectés
chez les bovins mais beaucoup plus rarement, soit chez des bovins adultes en Espagne et en France
(Blanco et al., 2004 ; Cointe et al., 2018), soit chez le jeune veau diarrhéique en Belgique (Thiry et al.,
2017 ; De Rauw et al., 2019) et sont génétiquement apparentés aux AE-STEC O80:H2 humains (Cointe
et al., 2018 ; De Rauw et al., 2019).

Ce sérotype O80:H2 est un sérotype hybride car il contient a la fois des facteurs de virulence intestinaux
(eae, stx) mais également extra-intestinaux (cia, iss, iroN, hlyF...) di a la présence de geénes présents
sur le plasmide pS88. Cependant plusieurs aspects restent inconnus concernant ce sérotype notamment

l'origine des infections humaines et bovines ainsi que les relations génétiques entre ces souches.

L’objectif général de cette these a été de poursuivre I’identification du sérotype O80:H2 parmi des
souches EPEC et AE-STEC isolées de veaux malades et sains en Belgique, d’étudier leur virulence et
de mieux comprendre le role du phage Stx2d dans la pathogénicité et dans 1’évolution de ces souches.
Le premier objectif de ce travail a été de poursuivre l'identification du sérotype O80:H2 parmi les
souches EPEC et AE-STEC isolées de veaux diarrhéiques et septicémiques et de les comparer
génétiquement aux AE-STEC humains O80:H2.

Le deuxiéme objectif a été de rechercher la présence de ces souches du sérotype O80:H2 chez des jeunes
veaux sains de moins de 6 mois dans trois €élevages laitiers, apres prélevement par écouvillonnage au
niveau la muqueuse recto-anale (RAMS).

Le troisiéme et dernier objectif de ce travail a été d'isoler et de caractériser le phage Stx2d d’une souche
STEC bovine O80:H2, de le transférer vers des souches non-STEC et d’évaluer le pouvoir pathogene

de ces souches transduites dans des larves de Galleria mellonella.
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Preambule

En France, les AE-STEC O80:H2 ont été la deuxiéme cause de SHU chez les enfants en 2014 (Soysal
et al., 2016) et représentent 30% des cas de SHU entre 2013 et 2016 (Ingelbeen et al., 2018). Outre I'HC
et le SHU (Tozzoli et Scheutz., 2014), les AE-STEC O80:H2 peuvent également provoquer une
infection systémique puisqu'ils hébergent un plasmide (pS88) portant au moins quatre genes codant pour
les propriétés de virulence (sitA4, cia, hlyF et ompTp) des E. coli extra-intestinaux (Soysal et al., 2016 ;
Ingelbeen et al., 2018).

L’objectif de cette premicre étude a été de poursuivre l'identification du sérotype O80:H2 parmi des
EPEC voire des AE-STEC isolées de veaux diarrhéiques et septicémiques et de comparer génétiquement

ces souches bovines avec les AE-STEC humaines O80:H2.

Des souches O80:H2 de trois différentes collections ont ainsi été étudiées et comparées : une collection
partiellement caractérisée et publiée (Fakih et al., 2017 ; Thiry et al., 2017) de souches EPEC récoltées
entre 2009 et 2015 a I’ARSIA de veaux diarrhéiques ou autopsiés, une collection de souches EPEC et
AE-STEC nouvellement récoltées a I’ARSIA entre 2015 et 2018 également de veaux diarrhéiques ou
autopsiés et une collection de souches AE-STEC humaines belges identifiées entre 2009 et 2019 au

CNR STEC.

Une analyse phylogénétique d'environ 50 de ces souches EPEC et AE-STEC O80:H2 isolées chez le
veau et I’homme, sur base de polymorphismes d’un seul nuclétoide (PSN) a été réalisée, et un arbre a
maximum de vraisemblance (ML) a été construit. Les génes de virulence présents sur le plasmide pS88
ou non ont également été identifiés. Les résultats de cette premiére étude nous ont permis d’observer
que non seulement les EPEC, mais aussi les AE-STEC O80:H2 sont présentes chez les veaux
diarrhéiques et septicémiques en Belgique, sont génétiquement apparentées aux AE-STEC humains et

portent des génes de virulence présents sur le plasmide pS88.
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Introduction

Enterohemorrhagic Escherichia (E.) coli (EHEC) are
responsible for haemorrhagic colitis (HC) and haemolytic—
uraemic syndrome (HUS) in humans (Tozzoli and Scheutz
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Abstract

Aim: The purpose of this work was to identify and genetically characterize
enterohemorrhagic Escherichia coli (EHEC) and enteropathogenic E. coli
(EPEC) O80:H2 from diarrhoeic and septicaemic calves in Belgium and to
comparing them with human EHEC after whole genome sequencing.

Methods and Results: Ten EHEC and 21 EPEC 080 identified by PCR
between 2009 and 2018 from faeces, intestinal content and a kidney of
diarrhoeic or septicaemic calves were genome sequenced and compared to 19
human EHEC identified between 2008 and 2019. They all belonged to the O80:
H2 serotype and ST301, harboured the eael gene, and 23 of the 29 EHEC
contained the stx2d gene. Phylogenetically, they were distributed in two major
sub-lineages: one comprised a majority of bovine EPEC whereas the second
one comprised a majority of stx2d bovine and human EHEC.

Conclusions: Not only EPEC but also EHEC O80:H2 are present in diarrhoeic
and septicaemic calves in Belgium and are genetically related to human EHEC.
Significance and Impact of the Study: These findings support the need to
assess cattle as potential source of contamination of humans by EHEC O80:H2
and to understand the evolution of bovine and human EHEC and EPEC O80:
H2.

2014). EHEC are Attaching—Effacing (AE) Shigatoxigenic
E. coli since they produce the AE lesion and Shiga toxins
(Stx) (Piérard et al 2012).

Enterohemorrhagic Escherichia coli harbour the eae
gene, located on the Locus of Enterocyte Effacement

Journal of Applied Microbiology 130, 258-264 © 2020 The Society for Applied Microbiology
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(LEE) pathogenicity island and involved in the produc-
tion of the AE lesion, and one or more stx genes located
on lambdoid phages (Stx phages) (Tozzoli and Scheutz
2014). Besides the seven most frequent and pathogenic
serotypes worldwide (Karmali et al. 2003; Tozzoli and
Scheutz 2014), other serotypes can emerge from time to
time, like the O104:H4 serotype in Germany in 2011
(Navarro-Garcia 2015) and the O80:H2 serotype reported
in France and in some neighbouring and other countries
since 2011 (Soysal et al. 2016; Fierz et al. 2017; Wijnsma
et al. 2017; Ingelbeen et al. 2018; Niesch-Inderbinen
et al. 2018; Patel et al. 2018; De Rauw et al. 2019; Lang
et al. 2019). In France, the EHEC O80:H2 were the sec-
ond-leading cause of HUS in children in 2014 (Soysal
et al. 2016) and represents 30% of the HUS cases between
2013 and 2016 (Ingelbeen et al. 2018). In addition to HC
and HUS (Tozzoli and Scheutz 2014), EHEC O80:H2 can
also cause systemic infection since they harbour a plas-
mid (pS88) carrying genes coding for virulence properties
of extra-intestinal E. coli (Soysal et al. 2016; Ingelbeen
et al. 2018). EHEC O80:H2 have also been detected in
cattle although much rarely, either in adult cattle in Spain
and France (Blanco et al. 2004; Cointe et al. 2018) or in
one young diarrhoeic calf in 1987 in Belgium (Thiry
et al. 2017; De Rauw et al. 2019) and are genetically
related to human EHEC O80:H2 (Cointe et al. 2018; De
Rauw et al. 2019).

Conversely the O80:H2 serotype represents 40% of the
enteropathogenic E. coli (EPEC) isolated between 2009
and 2015 from young diarrhoeic calves in Belgium (Thiry
et al. 2017). EPEC produce the AE lesion and carry the
eae gene but do not possess any stx genes (Tozzoli and
Scheutz, 2014). These bovine EPEC O80:H2 are also
genetically related to Belgian human EHEC O80:H2,
including the presence of pS88 plasmid-located genes (De
Rauw et al. 2019). Nevertheless, there was no evidence of
systemic infection in calves (Thiry et al. 2017).

The purpose of this work was therefore to (i) further
attempt to identify the O80:H2 serotype among EHEC
isolated from young diarrhoeic and septicaemic calves
from 2015 to 2018; and (ii) genetically compare these
bovine EHEC with human EHEC and bovine EPEC O80:
H2.

Materials and methods

Escherichia coli isolates

A total of 202 enterohemolysin-producing E. coli isolated
between mid-2015 and mid-2018 from faeces or intestinal
contents of diarrhoeic and/or septicaemic calves (one iso-
late per calf with a few exceptions) following the routine
diagnostic procedure at ARSIA (Regional Association for

Journal of Applied Microbiology 130, 258-264 © 2020 The Society for Applied Microbiology
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Animal Health and Identification) were studied to iden-
tify EHEC and EPEC O80 using two different PCRs, as
previously described (Iguchi et al. 2015; Thiry et al.
2017). The first PCR was a triplex PCR detecting the
presence of the eae, stxI and stx2 genes of EHEC and
EPEC and the second PCR detected the O80 antigen-en-
coding gene.

Genome sequencing and gene identification

To study the genetic relationships between bovine EHEC,
human EHEC and bovine EPEC 080, the newly identi-
fied bovine EHEC and EPEC were genome sequenced
using Illumina sequencers (Table S1) along with (i) six
bovine EPEC from a previous study (Thiry et al. 2017)
and (ii) 10 human EHEC identified in 2018/2019 at the
Belgian National Reference Centre (NRC) STEC. In addi-
tion, the previously sequenced genomes of 17 Belgian
EHEC and EPEC O80:H2 (nine human EHEC isolated
between 2009 and 2016, six bovine EPEC isolated
between 2009 and 2015 and two bovine EHEC isolated
from a single calf in 1987) (Thiry et al. 2017; De Rauw
et al. 2019) and of the American human 2013C-4991
EHEC O80:H2 strain (Patel et al. 2018) were included in
this comparison (Table S1). The genome sequences of the
52 Belgian EPEC and EHEC are available via the Biopro-
ject PRJNA606200 and the GenBank accession numbers
are listed in the Table S1.

The O:H sequence types
(MLST), eae and stx gene subtypes, type 3 secretion sys-
tem (T3SS)- and type 3-secreted effector (T3SE)-encod-
ing genes, pS88 plasmid-located genes and other
virulence-associated genes were searched for using MLST-
2.0, SerotypeFinder-2.0, MyDbFinder-2.0 and Viru-
lenceFinder-2.0 (https://cge.cbs.dtu.dk/) (%ID threshold:
85%, minimum length: 60%).

serotypes, multi-locus

Phylogenetic analysis

The phylogenetic analysis was performed using the gen-
ome of the American human 2013C-4991 EHEC O80:
H2 strain as a reference (Patel et al. 2018). A maximum
likehood (ML) tree was constructed, as previously
described (Nakamura et al. 2020). The regions of pro-
phages (PPs) and PP-like integrative elements (IEs)
were searched in the complete genome of the human
American 2013C-4991 EHEC O80:H2 strain to use the
PP- and IE-masked chromosome sequence as the refer-
ence genome for one-to-one alignment of WG assem-
bles of the 52 Belgium isolates. The 1756 single
nucleotide polymorphism sites on the PP/IE-free and

recombination-free chromosome conserved backbone
sequence (4 240 120 bp) of the 53 isolates were
259
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identified using Gubbins ver. 2.2.0 and Nucmer pro-
gram ver. 3.1 (MUMmer package) and used for the
construction of the ML tree with RAXxML ver. 8.2.10.
The tree was rooted by the O149:H10 UMNKS8 strain.
The reliabilities of the tree
assessed using bootstrapping with 1000 pseudoreplicates.
ML tree was displayed using FigTree ver. 1.4.3 (http://

internal branches were

tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/).

Results

Identification of EHEC and EPEC O80

Of the 202 haemolytic E. coli, 174 tested positive with
the triplex PCR for the eae, stxI and stx2 genes. Of
these, 19 were positive for the O80 antigen by PCR
(one isolate per calf with one exception): 9 EPEC, 1
stx] and 9 stx2 EHEC. Three stx2 EHEC were isolated
from the intestinal content and from the kidney of a
single septicaemic calves. All 52 Belgian EPEC and
EHEC and the American human 2013C-4991 EHEC
strain belonged to the O80:H2 serotype and ST301, and
harboured the eael gene.

Eight bovine EHEC contained the stx2d gene and three
the stxla gene, including the two isolates from a single
calf in 1987 (Table 1 and Table S1). No stx gene was
detected in the genome of the remaining bovine EHEC
(EH3317), that was originally PCR positive for stx2, but
no more when retested, suggesting the deletion of the
stx2 gene during the cultivation or storage. Of the 20
human EHEC, 15 harboured the stx2d gene, including
the American 2013C-4991 strain. Two other isolates con-
tained the stx2a and the remaining three isolates, the
stxla gene (Table 1 and Table S1).

A. Habets et al.

Phylogenetic analysis

Phylogenetically, the 53 bovine and human EHEC and
EPEC were distributed in two main lineages (Fig. 1): a
major one (L1) with all isolates from 2009 to 2019 and a
minor one (L2) with the two bovine stxIa EHEC isolated
from a single calf in 1987. Lineage L1 was divided into
two major and two minor sub-lineages (SL): sub-lineage
SL1-1 comprised all but four bovine EPEC, four stxla
and three stx2 bovine and human EHEC (including the
American human 2013C-4991 strain) whereas sub-lineage
SL1-2 comprised all but four bovine and human stx2d
EHEC and four bovine EPEC. The two minor sub-lin-
eages comprised one human stx2a EHEC (SL1-3) and
two bovine stx2d EHEC (SL1-4) respectively.

Two human EHEC (EH3173 and EH3180) isolated
from two young brothers clustered together, as did the
three EHEC isolated from a single calf with enteritis and
septicaemia (EH3155, EH3160 and EH3338). In addition,
two human EHEC (EH3257 and EH3278) were identical,
although there was no evidence of any epidemiological
relation (Fig. 1; Table S1).

Identification of virulence-associated genes

The search for virulence genes identified notable varia-
tions in the repertoire of (non)-LEE-located T3SS- and
T3SE-encoding genes, pS88 plasmid-located genes and
other virulence-associated genes (Tables 1 and 2 and
Table S1). Of the many genes searched for with Viru-
lenceFinder-2-0 tool, 21 genes were present in all or
almost all bovine and human EHEC and EPEC while
three others were detected in only a few isolates. Four
other genes were differently distributed among EPEC and

Table 1 Virulotypes, type 3 secretion system (T3SS)- and type 3-secreted effector (T3SE)-encoding genes identified by whole genome sequencing
(WGS) in the 53 bovine and human EHEC and EPEC O80:H2. The detailed results are listed in Table S1

LEE-located genes*:

Non-LEE-located genes*: no.

+ve isolates
Pathotype Virulotype no. +ve isolates
Hosts (no. isolates) (no. isolates) espAlBIFitir nleA/B/ClespP cif/espl/esp) References
Calves EPEC (21) eaeé (21) 21 21 0 De Rauw et al. (2019);
EHEC (12) eae¢ stx1a (3" 3 2-3 0 Patel et al. (2018);
eaec stx2d (9+%) 9 9 0 Thiry et al. (2017); this study
Humans EHEC (20) eael stxla (3) 3 3 0
eael stx2a (2) 2 0
eae¢ stx2d (15" 15 13-15 0-4

"See Joensen et al. (2014) for the proteins encoded by the listed genes.
TIncluding two isolates from the intestines of a single calf in 1987.

*Including one isolate originally stx2+ by PCR, but no more after WGS. According to the ML tree (Fig. 1), this isolate was most probably stx2d

positive.

SIncluding three isolates from the intestinal content and the kidney of a single calf in 2018.

Tincluding the American human 2013C-4991 strain.
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Figure 1 Whole genome (WG)-based maximum likehood (ML) tree of the 52 bovine and human EHEC and EPEC O80:H2 isolated in Belgium.
“See Joensen et al. (2014) and Lemaitre et al. (2012) for the proteins encoded by these genes. TThe origin of each isolate is indicated by the fol-
lowing colours: calf EPEC, red; calf EHEC, green; human EHEC, blue. ¥American human 2013C-4991 EHEC as a reference. $Three isolates from
the intestinal content and the kidney of a single calf in 2018. ¥This isolate was originally stx2+ by PCR, but no more after WGS. *Isolated from
two young brothers. *Two isolates from the intestines of a single calf in 1987. [Colour figure can be viewed at wileyonlinelibrary.com]

EHEC. The iucC and etsC pS88-located genes coding for
the aerobactin siderophore and for a putative type 1
secretion outer membrane protein, were present together
in only one isolate in sub-lineage SLI-1, but in all isolates
in sub-lineages SL1-2, SLI-3, SL1-4 and in lineage L2
(Fig. 1). Conversely, two chromosome-located genes, cma
and tha coding for the colicin M and for an iron-regu-
lated gene A (IrgA) homologous adhesin, were present
together in most isolates in sub-lineage SL1-1, but in only
a few isolates in sub-lineages SL1-2, SL1-3, SL1-4 and in
lineage L2. Two gene profiles were therefore defined: the
‘EPEC gene profile’ (negative for etsC and iucC and posi-
tive for c¢ma and iha) and the ‘EHEC gene profile’

(positive for iucC and etsC and negative for cma and iha)
(Fig. 1).

Not taking into account these four genes, the gene pro-
file of the 52 Belgian isolates comprised between 18 and
22 genes while the American the American human
2013C-4991 EHEC strain comprised only 14 genes, being
negative for the espF LEE-located, for the cia, hlyF, iroN,
ompT and sitA pS88-located and for the ehxA genes. One
Belgian stxIa human EHEC was also negative for the
hlyF, iroN, ompT and sitA pS88-located genes, while
seven stx2d human and bovine EHEC and one bovine
EPEC were negative for both mchB and mchC genes
(Table S1).
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Table 2 Virulotypes, pS88-located and other virulence-associated genes identified by whole genome sequencing (WGS) in the 53 bovine and
human EHEC and EPEC O80:H2. The detailed results are listed in Table S1

pS88-located genes** no. +ve

isolates Other virulence genes*: no. +ve isolates
Pathotype
(no. iso- Virulotype cia/cvaAlhlyFliroN/iss/ etsC/ efallehxAlgad/ astAlireAl  cmal
Host lates) (no. isolates)  ompT/sitA iucC mchB/CIF cba iha References
Calves EPEC (21)  eael (21) 18-21 5-5 20-21 0-1 15-17 De Rauw et al. (2019);
EHEC (12) eael stxT1a 3 2-2 2-3 0-3 3-3 Patel et al. (2018);
(3% Thiry et al. (2017); this
eae’ stx2d 8-9 8-8 7-9 0-2 1-3 study
(9%
Humans EHEC (20) eael stx7a (3) 1-3 0-0 3 0-2 2-3
eaeé stx2a (2) 2 1-1 2 0-1 1-2
eae¢ stx2d 13-15 14-14  10-15 0 0-1

(15*%)

“See Joensen et al. (2014), Johnson et al. (2006) and Lemaitre et al. (2012) for the proteins encoded by the listed genes.

"No isolate was positive for the eitB gene.
*Including two isolates from the intestines of a single calf in 1987.

SIncluding one isolate originally stx2+ by PCR, but no more after WGS. According to the ML tree (Fig. 1), this isolate was most probably stx2d

positive.

fincluding three isolates from the intestinal content and the kidney of a single calf in 2018.

““Including the American human 2013C-4991 strain.

Discussion

Besides EPEC, EHEC O80:H2 are also present in young
calves in Belgium, and are associated with diarrhoea and
septicaemia. Nevertheless, systemic infection by EHEC or
EPEC in calves appears to be a rare event although sev-
eral pS88-located and other invasion-related genes are
present (Thiry er al. 2017; De Rauw et al. 2019).
Although the O80:H2 serotype was already identified
among EHEC from healthy cattle previously (Blanco
et al. 2004; Cointe et al. 2018), this is to our knowledge
the first description in young diarrhoeic and septicaemic
calves, with the exception of the two isolates form a sin-
gle calf in 1987 (Thiry et al. 2017). Nevertheless, since the
080 serotype is not included in the list of the most fre-
quent and pathogenic EHEC worldwide in humans (Kar-
mali et al. 2003; Tozzoli and Scheutz 2014), it is not
systematically searched for in human medicine and even
less in veterinary medicine.

With the emergence of this invasive EHEC serotype in
Western Europe, more especially in France and Switzer-
land, it is of the upmost importance to study the genetic
relatedness of human EHEC between themselves and with
bovine EHEC and EPEC. According to a previous report
on a limited number of isolates, human EHEC and bovine
EPEC are indeed genetically related (De Rauw et al. 2019).
The results of this study on 53 E. coli O80:H2 not only con-
firm these previous results but also show that bovine EHEC
isolated since 2009 are phylogenetically even more closely
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related to human EHEC than to bovine EPEC, even if all
E. coli O80:H2 belong to ST301, as previously published
(Soysal et al. 2016; Fierz et al. 2017; Ingelbeen et al. 2018;
Niiesch-Inderbinen et al. 2018) and to the same phyloge-
netic major lineage L1 (Fig. 1). The only two bovine EHEC
not belonging to L1 were isolated in 1987.

Indeed, L1 includes two major sub-lineages, SL1-1 and
SL1-2 with different distributions of E. coli O80:H2: the
majority of bovine EPEC belong to SL1-1 and the major-
ity of bovine and human EHEC belong to SL1-2 (Fig. 1).
Nevertheless, the few EHEC in sub-lineage SL1-1 con-
tained different stx genes while those in sub-lineage SL1-2
harboured only the stx2d genes. Most of these stx2d
EHEC cluster apart from stxIa EHEC as already observed
(Ntesch-Inderbinen et al. 2018).

These data suggest that (i) the EPEC O80:H2 in sub-
lineage SL1-2 actually derived from stx2d EHEC by dele-
tion of the stx2d gene, as already observed or suggested
(Bielaszewska et al. 2007; Cointe et al. 2018) and as the
EH3317 isolate during this study; and (ii) the EHEC
O80:H2 in sub-lineage SL1-1 originated from EPEC by
Stx phage acquisition (Toth et al. 2003; Bielaszewska
et al. 2007) which appears to have occurred at different
times as these EHEC contain different stx genes (Fig. 1).
Nevertheless, the loss of Stx phages by all these bovine
EPEC cannot be absolutely ruled out as a consequence of
a higher Stxla or Stx2a phage instability, like observed by
others (Cointe et al, 2018), although this hypothesis
needs more phylogenetic studies to be confirmed.
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In addition, the two different profiles of the iucCletsC
and cmaliha genes, preferentially associated with stx2d
EHEC and with EPEC, respectively (Table 2 and
Table S1; Fig. 1) might be related, directly or indirectly,
to their virulence potential and/or molecular evolution.
Interestingly enough, the presence of the etsC and iucC
pS88-located genes in stx2d but their absence in stx2a
human EHEC was already observed in French and Swiss
E. coli O80:H2 (Cointe et al. 2018; Niiesch-Inderbinen
et al. 2018).

In as much the source of human infections is still
unclear (Soysal et al. 2016; Ingelbeen et al. 2018; Niiesch-
Inderbinen et al. 2018), these new findings support the
need to perform additional studies to (i) assess the
healthy adult cattle as potential source of contamination
of humans by EHEC O80:H2, since human and bovine
EHEC are co-distributed in the two major sub-lineages,
although EHEC O80:H2 in healthy cattle are rare or
absent (Blanco et al. 2004; Cointe et al. 2018; Thiry et al.
2018); (ii) understand the origin of EHEC O80:H2 by
comparing them with E. coli O80 from different coun-
tries, animal species and H serotypes (Cointe et al. 2018;
Hayashi, Mainil, Nakamura and Thiry, unpublished
data); (iii) understand the evolution of the human and
bovine EHEC and EPEC within the O80:H2 serotype;
and (iv) investigate the putative role of the iucC/etsC and
cmaliha genes in the pathogenicity of EHEC and EPEC
080:H2.
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Table S1
LEE-located Type 3 Secretion System- and Non-LEE-located Type 3 Secretion System- and

Host/ NGS eae and stx_gene subtypes Type 3-secreted effector-encoding genes Type 3-secreted effector-encodin; S88 plasmid-located genes”

Pathotype _Isolate code’ _Tsolation year _Clinical sign / Lesion Age Sex Province / Country technology _eae stxl sox2 espd espB espF ir espP nled nleB nleC cif espl esp] cia cvad [ iroN iss

bEPEC EH2850 2009 Diarrhea UNK UNK LIEGE MiSeq & - - + + + + + + + + - - + + + + +
EH2851 2009 Diarrhea UNK UNK NAMUR MiSeq & - - + + + + + + + + - - - + + + +
EH2846 2010 Diarrhea ™M M LUXEMBOURG MiSeq & - - + + + + + + + + - - + + + + +
EH2845 2012 Diarrhea 6.5M M LIEGE MiSeq 13 - - + + + + + + + + - - + + + + +
EH2849 2014 Diarrhea 16D M LIEGE MiSeq 13 - - + + + + + + + + - - + + + + +
EH2848 2015 Diarrhea 17D M LUXEMBOURG MiSeq & - - + + + + + + + + - - + + + + +
EH3299 2015 Enteritis, pneumonia 3M F HAINAUT NovaSeq & - - + + + + + + + + - - + + + + +
EH3300 2015 Enteritis UNK UNK LUXEMBOURG NovaSeq & - - + + + + + + + + - - + + + + +
EH3301 2015 Enteritis UNK UNK HAINAUT NovaSeq & - - + + + + + + + + - - + + + + +
EH3303 2015 Septicemia, salmonellosis 2w M LUXEMBOURG NovaSeq & - - + + + + + + + + - - + + + + +
EH3304 2015 Septicemia, salmonellosis 10D F LUXEMBOURG NovaSeq & - - + + + + + + + + - - + + + + +
EH3305 2015 Enteritis 2W F LUXEMBOURG NovaSeq & - - + + + + + + + + - + + + + + +
EH3306 2015 Diarrhea UNK UNK LUXEMBOURG NovaSeq & - - + + + + + + + + - - - + + + +
EH3308 2016 Diarrhea UNK UNK LUXEMBOURG NovaSeq & - - + + + + + + + + - - + + + + +
EH3309 2016 Hemorrhagic colitis ™M F LUXEMBOURG NovaSeq & - - + + + + + + + + - - + + + + +
EH3312 2017 Diarrhea UNK UNK BRABANT WALLON NovaSeq & - - + + + + + + + + - - - + + + +
EH3313 2017 Hemorrhagic colitis 1w M HAINAUT NovaSeq & - - + + + + + + + + - - + + + + +
EH3314 2017 Enteritis UNK  F GD Luxembourg NovaSeq & - - + + + + + + + + - - + + + + +
EH3318 2017 Septicemia 1w M HAINAUT NovaSeq & - - + + + + + + + + - - + + + + +
EH3319 2017 Diarrhea UNK UNK LUXEMBOURG NovaSeq & - - + + + + + + + + - - + + + + +
EH3322 2018 Pleuropneumonia 1w M NAMUR NovaSeq & - - + + + + + + + + - - + + + + +

bEHEC EH2882¢ 1987 Diarrhea 25M UNK BRABANT WALLON MiSeq & a - + + + + + + + + - - + + + + +
EH2883% 1987 MiSeq 13 a - + + + + - + + + - - + + + + +
EH3307 2016 Diarrhea UNK UNK HAINAUT NovaSeq & - d + + + + + + + + - - - + + + +
EH3310 2016 Diarrhea UNK UNK LUXEMBOURG NovaSeq & - d + + + + + + + + - - + + + + +
EH3311 2016 Diarrhea UNK UNK HAINAUT NovaSeq & - d + + + + + + + + - - + + + + +
EH3315 2017 Diarrhea UNK UNK HAINAUT NovaSeq & - d + + + + + + + + - - + + + + +
EH3317 2017 Enteritis W F LUXEMBOURG NovaSeq & - o + + + + + + + + - - + + + + +
EH3320 2017 Diarrhea UNK UNK HAINAUT NovaSeq & - d + + + + + + + + - - + + + + +
EH3154 2018 Enteritis, pneumonia 4w F NAMUR HiSeq & a - + + + + + + + + - - + + + + +
EH3155% 2018 Enteritis 1w F NAMUR HiSeq 13 - d + + + + + + + + - - + + + + +
EH3160% 2018 HiSeq 13 - d + + + + + + + + - - + + + + +
EH3338% 2018 Septicemia NovaSeq & - d + + + + + + + + - - + + + + +

hEHEC — EHI 2008 Diarrhea 1y F BRABANT WALLON MiSeq 3 - d + + + + + + + + - - + + + + +
EH1764 2008 Diarrhea Y F UNK MiSeq 3 - d + + + + + + + + - - + + + + +
EH2262 2013 Diarrhea 49Y F VLAAMSE BRABANT  MiSeq 3 - a + + + + + + + + - R + + + + +
EH2400 2014 Diarrhea 61Y F WEST VLAANDEREN ~ MiSeq g - d + + + + + + + + - - + + + + +
EH2436 2014 UNK .Y F BRABANT WALLON MiSeq 3 - d + + + + - + + + - - + + + + +
EH2549 2015 Bloody diarrhea 60Y F ANTWERPEN MiSeq & a - + + + + + + + + - - + + - - +
EH2644 2015 Diarrheas/HUS 1M F BRABANT WALLON MiSeq & - d + + + + + + + + - - + + + + +
EH2786 2016 UNK 2Y F BRUSSELS CAPITAL MiSeq 13 - a + + + + + + + + - - + + + + +
EH2808 2016 HUS 61Y F UNK MiSeq 13 - d + + + + + + + + - - + + + + +
EH3045 2018 Diarrhea 68Y M LIEGE HiSeq 13 - d + + + + + + + + - - + + + + +
EH3138 2018 Bloody diarrhea 63Y F OOST VLAANDEREN MiSeq & a - + + + + + + + + - - + + + + +
EH3168 2018 Bloody diarrhea Y F ANTWERPEN MiSeq & - d + + + + + + + + - - + + + + +
EH3172 2018 Diarrhea 66Y F LIEGE MiSeq & - d + + + + + + + + - - - + + + +
EH31737 2018 UNK 1Y M HAINAUT MiSeq 13 - d + + + + + + + + - - + + + + +
EH3180" 2018 UNK 4Y M HAINAUT MiSeq 13 - d + + + + + + + + - - + + + + +
EH3205 2019 Diarrhea 33Y M OOST VLAANDEREN HiSeq & a - + + + + + + + + - - + + + + +
EH3212 2019 Diarrhea/HUS 1Y F BRUSSELS CAPITAL NovaSeq & - d + + + + + + + + - + + + + + +
EH3257 2019 Bloody diarrthea/ HUS/Death® 1Y M NAMUR NovaSeq & - d + + + + + + + + R + + + + + +
EH3278 2019 Diarrheas/HUS 1M F HAINAUT NovaSeq & - d + + + + + + + + - + + + + + +
2013C-4991% 2013 - - - USA PacBio 13 - d + + + + - + + + - - - + - - +

EPEC= i E. coli; EHEC = hagic E. coli; b = bovine; h = human; UNK = unknown; HUS = hemolytic-uremic syndrome; D = days; W = weeks; M = months; Y = years; GD = Grand-Duchy

* see Joensen et al. (2014), Johnson et al. (2006) and Lemaitre et al. (2012) for the proteins encoded by the listed genes
+The origin of each isolate is indicated by the following colors: calf EPEC, red; calf EHEC, green; human EHEC, blue.
#isolated from the intestines of a single calf in 1987

§ isolated from the intestinal content and the kidney of a single calf in 2018

1l isolated from 2 young brothers

# American human 2013C-4991 EHEC as a reference

$ from a cardiogenic shock

£ this isolate was originally stx2 + by PCR, but no more after WGS
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Preambule

Apres avoir identifié des EPEC et AE-STEC O80:H2 chez des veaux diarréhiques/septicémiques, il était
intéressant de savoir si ce sérotype était également présent chez des veaux sains. L'infection humaine se
produit le plus souvent par la consommation d'aliments d'origine animale ou végétale contaminés par
des matiéres fécales de ruminants, principalement des bovins (Thiry et al., 2018). Les bovins peuvent
en effet étre porteurs sains dans leur tractus intestinal, plus particuliérement dans le colon et a la hauteur
de la jonction recto-anale (Beutin et al., 2015). De plus, les jeunes veaux sont plus fréquemment porteurs

sains d'AE-STEC que les animaux plus agés (Browne et al., 2018 ; Engelen et al., 2021a,b).

Dans 1’étude 2, I’objectif a été d'évaluer la présence de ce sérotype O80:H2 parmi des EPEC et AE-
STEC chez des veaux sains de moins de 6 mois dans 3 exploitations laitiéres differentes apres
prélévements par écouvillonnage rectal (« recto-anal mucosal swabbing » ou RAMS) et d’évaluer la

présence de ces différents pathotypes.

Un total de 233 RAMS ont été testé par une PCR ciblant les génes eae, stx! et stx2. Sur ces 233 RAMS,
148 étaient positifs pour ces geénes. Ceux-ci ont été ensemencés sur quatre milieux gélosés (semi-)
sélectifs. Ensuite, 2146 colonies provenant de ces milieux ont été testées par hybridation sur colonies.
Sur les 2146 colonies, 294 provenant de 69 RAMS ont été confirmées par PCR comme étant des AE-
STEC, des EPEC ou STEC. Ces résultats ont permis de confirmer que les jeunes veaux laitiers en bonne
santé sont des porteurs sains d'EPEC et AE-STEC. Ensuite, ces 294 souches ont été testées pour le

sérogroupe O80.

Une majorité d’EPEC appartient a des sérotypes O jusqu’ici non identifiés et aucun EPEC, ni AE-STEC
080:H2 n’a été identifié.
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Abstract: Enterohemorrhagic Escherichia coli (EHEC), enteropathogenic E. coli (EPEC), and Shigatoxigenic
E. coli (STEC) are carried by healthy adult cattle and even more frequently by young calves in their
intestinal tract, especially at the height of the recto-anal junction. The purpose of the present study was
to assess the presence of ten EHEC, EPEC, and/or STEC O serotypes (O5, 026, 080, 0103, 0111, 0118,
0121, 0145, 0157, and O165) in calves sampled via recto-anal mucosal swabs (RAMS) at three dairy
farms in Belgium. A total of 233 RAMS were collected on three consecutive occasions from healthy
<6-month-old Holstein-Friesian calves and submitted to a PCR targeting the eae, stx1, and stx2 genes after
non-selective overnight enrichment growth. The 148 RAMS testing positive were streaked on four
(semi-)selective agar media; of the 2146 colonies tested, 294 from 69 RAMS were PCR-confirmed
as EHEC, EPEC, or STEC. The most frequent virulotype was eae+ EPEC and the second one was
stx1+ stx2+ STEC, while the eae+ stx1+ and eae+ stx1+ stx2+ virulotypes were the most frequent
among EHEC. The majority of EHEC (73%) tested positive for one of the five O serotypes detected
(026, 0103, 0111, O145, or O157) vs. 23% of EPEC and 45% of STEC. Similarly, more RAMS (73%)
harbored EHEC isolates positive for those five serotypes compared to EPEC (53%) or STEC (52%).
This survey confirms that (i) healthy young dairy calves are asymptomatic carriers of EHEC and
EPEC in Belgium; (ii) the carrier state rates, the virulotypes, and the identified O serotypes differ
between farms and in time; and (iii) a majority of EPEC belong to so far unidentified O serotypes.

Keywords: Escherichia coli; EPEC; STEC; dairy calves; recto-anal mucosal swab; Belgium
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1. Introduction

Enterohemorrhagic Escherichia coli (EHEC) are important human pathogens responsible for
hemorrhagic colitis (HC), the origin of their name, and the life-threatening hemolytic-uremic syndrome
(HUS). Their most important virulence-associated properties are the Shiga toxins (Stx1 and/or Stx2),
encoded by phage-located genes (stx1 and stx2), and the production of the histological attaching—effacing
(AE) lesion, encoded by genes located on a pathogenicity island (the locus of enterocyte effacement or
LEE), including the eae gene coding for the intimin adhesin. There exists a broad variety of human
EHEC serotypes of whom 026:H11, 0103:H2, O111:H-, O121:H19, O145:H-, O157:H7, and O165:H25
(the so-called “gang-of-seven”) are the most frequent and pathogenic worldwide, and O157:H7 and
026:H11 represent the majority of confirmed human cases in the EU [1-4]. However, not all Stx- and
AE-producing E. coli cause HC in humans and, therefore, the acronym EHEC is not appropriate for
them. Therefore, the acronym AE-STEC, after attaching—effacing- and Shiga-toxin-producing E. coli,
will be used throughout this manuscript, as previously proposed [5].

Human infection most frequently occurs via the consumption of animal- or plant-derived foodstuffs
contaminated with ruminant, mostly cattle, feces. Cattle can indeed be asymptomatic carriers in
their intestinal tract, more especially in the colon and at the height of the recto-anal junction [2,6-8].
Furthermore, young calves are more frequently healthy carriers of AE-STEC than older animals [9-11].
In addition, AE-STEC are also responsible for diarrhea in <3-month-old calves. The majority belong to
some of the “gang-of-seven”, such as 026:H11 and O111:H-, and to a few other serotypes, such as
05:H-, 080:H2, and O118:H16 [12-14].

Besides AE-STEC, enteropathogenic E. coli (EPEC) harbor the LEE and the eae gene and produce
the AE lesion but no Stx, while STEC sensu stricto produce Stx but no AE lesion. EPEC are responsible
for diarrheic diseases in humans and several animals, including young calves. EPEC can belong to
host-specific serotypes (such as O127 in humans or O15 in rabbits) or to host-non-specific, including the
“gang-of-seven”, serotypes (such as 026:H11, O80:H2, and O111:H- in calves). However, the serotypes
of the majority of bovine EPEC remain unidentified. As with AE-STEC, EPEC and STEC are also
present in asymptomatic cattle [1,12-17].

The purpose of the present study was to assess the presence of the “gang-of-seven” and of
three other (05, 080, and 0118) (AE-)STEC and EPEC O serotypes in healthy <6-month-old dairy
calves sampled via recto-anal mucosal swabs (RAMS) at three farms [18,19] by following a serotype
non-specific enrichment and isolation procedure [17].

2. Material and Methods

2.1. Farms, Animals, and Sampling

A total of 233 RAMS were collected from <6-month-old Holstein-Friesian calves at 3 Belgian
dairy farms situated in East Flanders (74 in FarmA, 71 in FarmB, and 88 in FarmC) on 3 consecutive
occasions (65 at Sampling1, 75 at Sampling2, and 93 at Sampling3) 2 to 4 weeks apart between June
and October 2018 [20]. During the survey, 18 calves in FarmA, 19 calves in FarmB, and 11 calves in
FarmC were sampled twice, while 6 calves in FarmA and 13 calves in FarmC were sampled three times.
Sterile cotton prepping balls (Covidien, Dublin, Republic of Ireland) were inserted into the anus of
the calves and circular motions were applied to sample the entire mucosal surface of the recto-anal
junction. Clinical signs (diarrhea), if any, were recorded at each visit. Fecal sampling by recto-anal
swabbing is considered non-invasive. Therefore, the calves in this study did not fall into the definition
of experimental animals and no ethical approval was required.

2.2. Preliminary Screening

All RAMS were transported on ice to the laboratory of UGent, stored overnight at 4 °C,
and homogenized in 25 mL of maximum recovery diluent (Oxoid, Dilbeek, Belgium) by stomaching [20].
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At ULiege, the whole procedure to isolate EPEC and (AE-)STEC was slightly adapted from Thiry and
collaborators [17].

Briefly, 100 pL of the suspension was added to 5 mL of lauryl sulfate broth (Sigma-Aldrich,
Darmstadt, Germany) and incubated overnight at 37 °C. Bacterial DNA was extracted from 1.5 mL of
the enrichment broths via the alkaline-boiling method and stored at —20 °C. Lysates were tested with a
triplex PCR targeting the eae, stx1, and stx2 genes [21]. Each PCR-positive broth was subsequently
streaked onto four (semi-)selective agar plates and incubated overnight at 37 °C: McConkey’s (MC),
Chromocult Coliform ES (ES) (VWR, Leuven, Belgium), Chromocult Coliform ES supplemented with
2.5 mg/mL of potassium tellurite (ESTe) (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Germany) [22], and supplemented
CHROMagarTM STEC base (STECB) (I2A, Montpellier, France).

2.3. Identification of Virulotypes and O Serotypes

Up to 5 colonies per agar plate were picked up, inoculated into 200 uL Luria—Bertani (LB)
broth in 96-well microtiter plates, and tested by colony hybridization (CH). CH was performed with
PCR-derived 32P radioactively labeled gene probes targeting the eae, stx1, and stx2 genes to identify
EPEC and (AE-)STEC [23]. After overnight incubation at 37 °C, 1 uL from each well was transferred
onto LB agar using a transfer comb, followed by overnight incubation at 37 °C. The colonies were
transferred by contact onto Whatman 541 paper filters (VWR, Leuven, Belgium) and treated to lyse the
cells and denature the DNA. All probe-positive colonies were stored at —80 °C in LB broth with 40%
glycerol until further use.

Probe-positive colonies were subsequently grown overnight on LB agar plates at 37 °C. DNA was
extracted from a single colony by the alkaline-boiling method and subjected to the triplex PCR for the
eae, stx1, and stx2 genes for confirmation of the virulotypes [21,24]. Isolates with CH/PCR discordant
results were retested with the PCR. Finally, confirmed triplex PCR-positive colonies were tested by
PCR for the ten O serotypes listed above: the “gang-of-seven”, O5, O80, and O118 [21].

3. Results

3.1. PCR-Positive RAMS

Of the 233 RAMS after overnight enrichment in lauryl sulfate, 148 tested positive with the triplex
PCR (Table 1): 49 in FarmA (66%), 47 in FarmB (66%), and 52 in FarmC (59%). The number of
PCR-positive RAMS increased with the sampling time (Table 1): 13 RAMS (20%) were PCR-positive
at Samplingl vs. 50 RAMS (77%) at Sampling2 and 85 RAMS (91%) at Sampling3. Eleven of the
PCR-positive RAMS were sampled from calves with signs of diarrhea. All 148 PCR-positive broths
were subsequently streaked on MC, ES, ESTe, and STECB agar plates and incubated overnight at 37 °C.

Table 1. Results of the different tests performed on the 233 recto-anal mucosal swabs (RAMS) and
isolated colonies from <6-month-old calves in three farms during three sampling times.

RAMS Number Positive RAMS (1 = 69)
Performed Farms FarmA FarmB FarmC
Total
Tests Samplings
) S1 S2 S3 S1 S2 S3 S1 S2 S3

Lauryl sulfate broth triplex o 1 o 33 4 23 20 o 19 32 o
PCR BGO%) T BG3%) gy azw) 8% ©@1%) LGP ew)  gewy A8 (64%)
Growth ;’;‘es};‘s fouragar 7003 g(131) 33(495) 4@42) 23(326) 20Q70) 1(14) 19(294) 32(504) 148 (2146)

Colony triplex 5
hybridinarion (CH) 3(14) 3@  13(60) 3(14) 1359 12(58) 1(5 8(34) 21(100) 77 (338)
Colony triplex PCR 6 1(9)° 1(2) 13 (42) 2(10) 12 (51) 12 (52) 1(3) 8 (34) 19 (91) 69 (294)

I Number PCR-positive RAMS (% of RAMS tested). 2 Only the PCR-positive broths were inoculated onto the four
agar media. > Number RAMS with growing colonies (Number colonies picked up). * Only the growing colonies
from the PCR-positive broths were tested via CH. > Number CH/PCR-positive RAMS (Number positive colonies).
6 Only the CH-positive colonies were tested via PCR.
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3.2. CH- and PCR-Positive Colonies

Of the 2146 colonies studied, 721 were isolated on MC, 711 on ES, 233 on ESTe, and 481 on STECB
media. Of these, 338 (16%) from 77 RAMS (52%) tested positive with the probes for the eae, stx1, and/or
stx2 genes (Table 1). Of these 338 CH-positive colonies, 294 (87%) from 69 RAMS (90%) were confirmed
by the triplex PCR (Table 1). Seven of the eight RAMS with no confirmed PCR-positive colonies had
only one or two CH-positive colonies. Some CH-positive PCR-negative colonies were also observed in
20 other RAMS. The CH and PCR results were in agreement for 257 PCR-positive colonies (87%).

In summary, 69 of the 148 PCR-positive RAMS (47%) and of the 233 collected RAMS (30%)
harbored PCR-positive colonies. Those percentages in the three farms were 31% and 20% (FarmA),
55% and 37% (FarmB), and 54% and 32% (FarmC), respectively. The same respective percentages
according to the sampling time were 31% and 6% (Sampling1), 42% and 28% (Sampling2), and 52%
and 47% (Sampling3). However, the percentage of triplex PCR-positive RAMS increased differently
with sampling in the three farms. In FarmA it increased only at Sampling3 (6%, 4%, 38%), in FarmB
it increased at Sampling?2 but stabilized at Sampling3 (9%, 46%, 55%), and in FarmC it increased
consecutively from Sampling1 to Sampling?2 and to Sampling3 (4%, 32%, 51%).

Seventeen RAMS harbored only one PCR-positive colony, while the remaining 52 RAMS harbored
up to 15 PCR-positive colonies. Of the 11 PCR-positive RAMS from diarrheic calves, only one
PCR-positive colony was isolated in FarmA at Sampling3.

3.3. Virulotypes of the PCR-Positive Colonies

The 294 PCR-positive colonies from 69 RAMS were identified as EPEC (131 isolates including the
one from one diarrheic calf), AE-STEC (89 isolates), or STEC (74 isolates) (Table 2). EPEC were identified
in 36 of the 69 RAMS with PCR-positive colonies (52%), AE-STEC in 23 RAMS (33%), and STEC in 27
RAMS (39%). Of the 52 RAMS with more than one PCR-positive colony, 4 RAMS from FarmA, 6 RAMS
from FarmB, and 1 RAMS from FarmC harbored E. coli belonging to two different pathotypes, while 3
RAMS from FarmB and 1 RAMS from FarmC harbored E. coli belonging to three different pathotypes.

Table 2. Pathotypes and virulotypes of the triplex PCR-positive colonies according to the farms and
sampling time.

Pathotypes EPEC AE-STEC ! (=EHEC) STEC PCR-Positive Colonies
Virulotypes eae eae, stx1 eae, stx2 eae, stxl, stx1 stx2 stx1, stx2  Per Farm Per.
stx2 Sampling
S12 9(1)° — — — — _ _
A S2 —4 — 2(1) — — — — A: 53 (15) 1: 22 (4)
S3 23(9)° 15 (4) — — — 2(2) 2(2)
S1 9(1) — — — — — 1(1)
FARMS B S2 28 (10) 9(4) — 1(1) — 13 (3) — B: 113 (26)  2: 87 (21)
S3 29 (8) — 1(1) 5(2) 5(4) 12 (3) —
S1 — — — — — — 3(1)
C S2 18 (3) — — 1(1) — — 15 (4) C:128(28)  3:185(44)
S3 15 (4) 9(2) 8(1) 38(7) — — 21 (8)
Total virulotypes 131 (36) 33 (10) 11 (3) 45 (11) 5(4) 27 (8) 42 (16) 294 (69)
Total pathotypes 131 (36) 89 (23) ¢ 74 (27)

1 AE-STEC = attaching—effacing Shigatoxigenic Escherichia coli. 2 S = sampling. > Number E. coli isolates (Number

RAMS). 4 Number positive colony detected. 5 Including one isolate from one diarrheic calf. © One RAMS harbored

E. coli belonging to two different virulotypes.

The most frequent virulotype among colonies was ese+ EPEC and the second one was
stx1+ stx2+ STEC. The eae+ stx1+ and eae+ stx1+ stx2+ virulotypes were the most frequent among
AE-STEC, while the eae+ stx2+ AE-STEC and the stx1+ STEC virulotypes were the least frequent
(Table 2).

No calf in FarmA sampled either two or three times was positive more than once, while two
calves in FarmB sampled twice were twice positive, three calves in FarmC sampled three times were
positive twice (at the second and third samplings), and one calf in FarmC sampled three times was
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positive at each sampling. The virulotypes were identical (eae+ and eae+ stx1+ stx2+) in only the two
calves in FarmB that were sampled twice.

3.4. O Serotypes of the PCR-Positive Colonies

Of the 294 PCR-positive colonies, 136 (46%) tested positive for 5 of the 10 serotypes searched for:
026, 0103, 0111, 0145, or O157 (Table 3). The majority of AE-STEC (73%) tested positive for one of
the five O serotypes detected vs. a minority of EPEC (23%) and almost half of STEC (45%). Similarly,
a majority of RAMS harboring AE-STEC isolates (83%) were positive for one of those five serotypes vs.
half of the RAMS harboring EPEC (53%) or STEC (52%) (Table 3). Nevertheless, 65% of the RAMS with
EPEC and/or (AE-)STEC harbored isolates not belonging to the “gang-of-seven” serotypes.

Table 3. O somatic serotypes identified among triplex PCR-positive colonies.

EPECn =

AE-STEC 3 (=EHEC) n = 89 (23) STEC n =74 (27)
O Somatic 131 (36) ? Total n =
Serotypes 1 eae eae,stx1 eae,stx2 eae,stx1,stx2 stx1 stx2 stx1,stx2 294 (69)
n =131 (36) n =33 (10) n=11(@3) n =45 (11) n=5@4) n=27(8) n =42 (16)
026 4(3)4 5(2) 0 0 0 0 0 9(4)
0103 4(2) 7(3) 0 0 0 0 0 11 (4)
O111 5(4) 2(2) 0 38(8) 0 2(2) 15 (6) 62 (18)
0145 21(9) 6(2) 4(2) 1(1) 0 4(2) 7 (3) 43 (16)
0157 4(1) 0 2(1) 0 0 0 5(1) 11 (3)
38(19) 20 (8) 6(3) 39(9) 0/5 6(4) 27 (10)
Total 38 (19) 65 (19) 33 (14) 136 (42)

105, 080, 0118, 0121, and 0165 serotypes were not identified. 2 Number PCR-positive Escherichia coli isolates
(Number RAMS with PCR-positive colonies). > AE-STEC = attaching—effacing Shigatoxigenic E. coli. * Number
serotype-positive E. coli isolates (Number RAMS).

The most frequent were the O111 (62 colonies from 18 RAMS) and 0145 (43 colonies from 16
RAMS) serotypes, while the 026, 0103, and O157 serotypes were the least frequent. In 27 RAMS,
all PCR-positive colonies, including the one from the diarrheic calf, tested negative with the PCR
for the 10 searched-for serotypes. The identified serotypes were not equally distributed among the
different virulotypes, but they were all identified only among eae+ EPEC. Of the 52 RAMS with more
than one PCR-positive colony, 34 (65%) harbored EPEC, AE-STEC, and/or STEC belonging to different
serotypes, including unidentified ones.

The O26 serotype was identified only in FarmB, while the O157 and O103 serotypes were not
detected in FarmB and FarmC, respectively (Table 4). The number of serotypes identified actually
increased with sampling time: from two (0111 and O145) at Sampling] to four at Sampling2 (026,
O111, O145, and 0157) and all five at Sampling3 (026, 0103, O111, O145, and O157). Similarly,
the number of RAMS with typeable isolates also increased with sampling time, more especially those
positive for the O111 and O145 serotypes (Table 4).

Table 4. Distribution of the O somatic serotypes according to the farms and sampling times in the 42
RAMS with typeable colonies. The O5, 080, 0118, 0121, and 0165 serotypes were not identified.

Sampling/Farm A B C Total
511 0145 (1)2 0111 (1) 0111 (1) 0111 (2), 0145 (1)

026 (3), O111 (2), 026 (3), 0111 (5), 0145 (4),
S2 0157 (1) 0145 (2) 0111 (3), 0145 (2) 0157 (1)
s 0103 (3), 0111 (4) 026 (1),0103 (1), O111(7),0145(4), 026 (1), 0103 (4), O111 (11),
0145 (3) 0145 (4) 0157 (2) 0145 (11), 0157 (2)
TOTAL 0103 (3), O111 (4), 026 (4),0103 (1), O111(11),0145(6), 026 (4), 0103 (4), 0111 (18),
0145 (4), 0157 (1)  O111 (3), 0145 (6) 0157 (2) 0145 (16), 0157 (3)

1'S = sampling. 2 O serotype (Number positive RAMS).
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These same two serotypes, O111 and 0145, were identified along with other serotypes in the six
calves sampled either two or three times in FarmB and FarmC. Nevertheless, only one of the two calves
positive twice in FarmB had the same serotype (O111) identified at both samplings (all isolates were
eae+ stx1+ stx2+), and the calf positive three times in FarmC had the same serotype (O111) identified at
Sampling1 and Sampling3 but the virulotypes were not identical (stx1+ stx2+ and eae+ stx1+ stx2+).

3.5. Agar Media and PCR-Positive Colonies

The STECB medium gave the highest rate of PCR-positive colonies: 45% of the tested colonies
growing on STECB were PCR-positive vs. 3-5% for the other three media. The highest rate of RAMS
with PCR-positive colonies was also obtained with the STECB medium (Table 5): 54% vs. 8-12% for
the other three media. Similarly, 73% of the 294 PCR-positive colonies and 84% of the 69 RAMS with
PCR-positive colonies were obtained with the STECB medium, vs. 2-13% and 7-25% for the other three
media, respectively. Of the 52 RAMS with more than one PCR-positive colony, 13 were positive on two
agar media, 4 on three agar media, and 2 on all four agar media. Besides the selective properties of
ESTe and STECB, there was no correlation between the agar medium and the identified virulotypes.

Table 5. Pathotypes and virulotypes of the triplex PCR-positive colonies according to the agar media.

Pathotypes EPEC AE-STEC 2 (=EHEC) STEC Total Total
PCR-Positive RAMS with
eae, . o
. eae, eae, i4 stx1, Colonies PCR-Positive
Virulotypes eae stxl stx2 stx, stxl stx2 stx2 (%) Colonies
stx2 (%)
MC 11(5)3 2(1) 3(1) 6(2) 220 126)  1Q) 37 (5%) 16 (11%)
Agfﬁrl ES 12 (5) 2(1) 0 0 3(2) 14 (6) 3(3) 33 (5%) 17 (12%)
media
ESTe 5 (4) 1(1) 0 1(1) 0 0 0 7 (3%) 5 (8%)
STECB 103 (30)% 28(10) 8(3)  38(11) 0 1(1)  38(12) 216 (45%) 58 (54%)
Total virulotypes 13130 33(10) 1) 650D 5@ T 206 g0, 69 (45%)
Total pathotypes 131 (36) 89 (23) 74 (27)

IMC = McConkey’s; ES = Chromocult Coliform ES; ESTe = Chromocult Coliform ES supplemented with TeK;
STECB = supplemented CHROMagar™ STEC base. > AE-STEC = attaching—effacing Shigatoxigenic Escherichia coli.
3 Number PCR-positive E. coli isolates (Number RAMS with PCR-positive E. coli isolates).  Including one isolate
from one diarrheic calf.

4. Discussion

Using RAMS, <6-month-old dairy calves from three farms in Belgium were identified as healthy
carriers not only of (AE-)STEC serotypes but also of EPEC. Although the populations were different
(dairy calves and beef cattle), as are the regions in Belgium (Flanders and Wallonia), more calves in

farms compared to adult cattle at slaughterhouses harbored one “gang-of-seven” serotype (61% vs.

19%) and more “gang-of-seven” serotypes (026, 0103, 0111, 0145, and 0157 vs. 026, 0103, and O157)
were detected during this study than during the study by Thiry and collaborators [17]. Such a higher
prevalence of “gang-of-seven” serotypes in young calves has already been reported during different
surveys in Australia and New Zealand in dairy, beef, or veal calves compared to adult animals sampled
at slaughterhouses [9,10,25].

Nevertheless, the identified serotypes were not evenly distributed in the three farms at the three
samplings (Table 4). For instance, the O26 serotype was identified only in FarmB, while the O157 and
0103 serotypes were not detected in FarmB and FarmC, respectively. These five serotypes were also
not evenly distributed between the pathotypes and virulotypes (Table 3). For instance, the O26 and
0103 serotypes were detected only among eae+ EPEC and eae+ stx1+ AE-STEC. In addition, more
RAMS harboring AE-STEC isolates (83%) were positive for one of those five serotypes compared to
STEC (52%) and EPEC (53%) (Table 3). These latter results are similar to those in diarrheic calves but
different from those in healthy cattle in Belgium [13,17].

Conversely, the other three serotypes that were looked for in this study (O5, O80, and O118) were
not identified, confirming previous findings in Belgium [17,26] and in Europe in general [4] that they
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are absent, or very rare, in asymptomatic calves and adult cattle. This situation is quite different from
the situation in young diarrheic calves that can be infected with O5, 0118, and O80, in addition to
026 and O111 AE-STEC and EPEC [12-14,16]. Their absence could mean that these O serotypes are
present in very low numbers, under the detection level, in healthy calves and adult cattle or that the
sampling was not appropriate: recto-anal junction and large intestinal content instead of small intestine
in diarrheic calves.

Of the 69 RAMS (30% of all RAMS) with triplex PCR-positive colonies (Table 1), 36 RAMS (15%)
harbored EPEC, 23 RAMS AE-STEC (EHEC) (10%), and 27 RAMS (12%) STEC. The eae+ EPEC was the
most frequent virulotype, while the eae+ stx1+ stx2+ virulotype was the most frequent among AE-STEC
and the stx1+ stx2+ among STEC. Moreover, 15 RAMS (6%) harbored E. coli belonging to more than one
virulotype, a situation previously reported in Belgium [27]. These results are to some extent different
from those obtained during the study in two slaughterhouses in Belgium [17]. For instance, although
the percentage of colon samples harboring triplex PCR-positive colonies was similar (25%), more of
the colon samples harbored E. coli belonging to different virulotypes (15%). Moreover, though the eae+
EPEC was the most frequently identified virulotype in both surveys, the most frequent AE-STEC and
STEC virulotypes were different: eae+ stx1+ and stx2+.

Differences in the percentage of RAMS positive for the presence of EPEC, AE-STEC, or STEC were
observed between farms and between samplings. This percentage was much lower in FarmA (20%)
than in Farm B (37%) and FarmC (32%) and at Sampling1 (6%) than at Sampling? (28%) and Sampling3
(47%). The distributions of pathotypes were also different according to the farms and to the samplings
(Table 2). A majority of RAMS were positive for EPEC in FarmA and FarmB and for STEC in FarmC,
while a minority of RAMS were positive for AE-STEC in FarmB and for EPEC in FarmC. Not enough
RAMS were positive at Sampling1 for a detailed analysis, but the percentage of EPEC-positive RAMS
decreased from Sampling? to Sampling3, while the percentage of STEC-positive RAMS increased and
the percentage of AE-STEC-positive remained stable. Several hypotheses may explain such differences
between farms and samplings. Were the STEC and EPEC present in such low numbers in FarmA that
testing only five colonies per agar medium was not enough? Was FarmA less contaminated with STEC
and EPEC? Or were the stx genes more unstable in vivo or in vitro in the E. coli isolates of FarmA?
Similarly, the reason for the increase in RAMS with PCR-confirmed colonies according to the sampling
in the three farms (though at different rates) can only be hypothesized, e.g., by the introduction of new
asymptomatic carriers and/or by an increase in the shedding of STEC and EPEC in the feces of young
or adult animals following some stress. The spread of one (AE-)STEC or EPEC serotype within a farm
has been observed as soon as one calf becomes a super-shedder, and the numbers of shedders increase
with the number of calves and with their age [11]. Another hypothesis would be the occurrence of
EPEC- or AE-STEC-associated diarrhea in some of these young calves. However, this last hypothesis
has a very low probability since only one of the 11 diarrheic calves sampled excreted EPEC and no
(AE-)STEC.

Besides their prevalence, the second purpose of this study was to follow the persistence of the
different virulotypes and serotypes in the same calves. The results confirm not only that one negative
calf can become a shedder a few weeks later, probably after being contaminated by another shedder, but
also that EPEC, AE-STEC, and STEC belonging to different virulotypes and serotypes can be excreted
at different times by one single calf, illustrating possible multiple contamination events. These results
are similar to those obtained by Rice and collaborators [18] who could differentiate between cattle
colonized by and cattle transiently shedding O157:H7 E. coli using RAMS. Therefore, more than one
sampling over a period of several weeks should be recommended when performing a survey in
any farm.

Although fewer healthy dairy calves in those three farms compared to adult cattle in
slaughterhouses in Belgium harbored “non-gang-of-seven” serotypes (65% vs. 97%) and although the
identification of their actual serotypes will be the purpose of future studies, the question in surveys is the
same as previously [17]: how to isolate and identify them. Indeed, so far, the selective methodologies
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have targeted only the “gang-of-seven” serotypes. The results of this study were obtained using a
first enterobacteria enrichment step followed by growth on four (semi-)selective agar media. MC
and ES are selective for enterobacteria and coliforms in general, respectively. ESTe and STECB
are selective for tellurite-resistant coliforms, including most, if not all, “gang-of-seven” and several
“non-gang-of-seven” (AE-)STEC and EPEC, in opposition to the majority of non-STEC, non-EPEC
strains [28,29]. This selective property is reflected by the lower number of RAMS with colonies growing
on ESTe and STECB (63 and 107 out of 148, respectively) (Table 5). STECB had the highest performance
during this study with a similar rate to that in the previous study [17]. While MC and ES also had a
similar efficiency in both studies, the situation was highly different for ESTe (7% of RAMS vs. 53% of
colon content). The reason for the lower efficiency of ESTe in this study is unknown.

The choice between a serotype-selective and a non-selective procedure depends on the actual
purpose of the study, e.g., whether to study the distribution and circulation of some “gang-of-seven”
serotypes or of all EPEC and (AE-)STEC in one farm or one region. This is most important since
prevalence and incidence results can differ according to the procedure. For instance, using a
serotype-selective procedure on the same RAMS [20], O157 EPEC and (AE-)STEC were detected
in FarmA and in FarmC at more sampling times than in this study and O26 EPEC and (AE-)STEC were
detected not only in FarmB as in this study but also in FarmA and FarmC.

The final question is the actual place of the EPEC belonging to the same serotypes as AE-STEC.
So far, to the best of our knowledge, no classical genetic method has been able to fully distinguish
between true EPEC and AE-STEC having lost the stx genes [23,30,31]. Recently, however, we performed
a phylogenetic analysis of ca. 50 AE-STEC and EPEC O80:H2 isolated from humans and calves,
based on single nucleotide polymorphisms (SNPs), and constructed a maximum likelihood (ML) tree
that could distinguish between true EPEC and AE-STEC suspected of having lost the stx genes [14].
This may also represent a possibility for analyzing other serotypes containing both AE-STEC and
EPEC [1-4,12,15,19,32,33].

5. Conclusions

The results of this survey confirm (i) that, besides suffering diarrhea from AE-STEC and EPEC [12-16],
healthy young calves in farms in Belgium can also be asymptomatic carriers of (AE-)STEC and EPEC,
at least at the same rate as adult cattle, and (ii) that several (AE-)STEC and EPEC belong to several other O
serotypes that are so far unidentified and, thus, are not considered in most surveys.
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Preambule

Le sérotype AE-STEC et EPEC O80:H2 étant présent chez des veaux diarréiques/septicémiques mais
absent chez les veaux sains, il est intéressant d’étudier 1’évolution de ces souches EPEC et AE-STEC.
La comparaison des génomes a montré que les EPEC bovines O80:H2 sont proches des STEC humaines
080:H2 du CNR STEC humaines de Belgique, mais ne renferment ni les geénes stx, ni les phages STX
(De Rauw et al., 2019). 1 est donc possible que les souches EPEC bovines soient des souches AE-STEC
ayant perdu les phages Stx et les génes stx ou bien représentent des précurseurs de souches AE-STEC

qui ont acqui les phages Stx et les génes stx par la suite (Munesia et al., 2014).

Les génes codant pour la plupart des toxines Stx1 et Stx2 sont localisés sur des bactériophages
lambdoides (Caudovirus) intégrés dans le chromosome bactérien (phages STX) qui peuvent étre perdus
ou acquis in vivo ou in vitro suite a une recombinaison site-spécifique. D’autres souches pathogénes
d’E. coli que des EPEC peuvent acquérir des phages Stx. Par exemple, la souche STEC entéro-
agrégative hybride (Agg-STEC) O104:H4 responsable de 1’épidémie allemande de 2011 proviendrait
du transfert du phage Stx a partir d’une souche STEC (Piérard et al., 2012). Les études d’acquisition et

de stabilité des phages Stx sont trés importantes en termes de santé publique.

Le premier objectif de cette étude a été d'isoler et de caractériser le phage Stx2d d’une souche STEC
080:H2 puis d'étudier la transduction du géne stx2d provenant de ce phage dans des souches non-STEC.
Le second objectif a été d'évaluer la virulence de ces souches transduites dans un mode¢le de larves de

Galleria mellonella.

Le phage Stx2d fait partie de la classe des Caudoviricetes, il est stable et peut résister a des conditions
¢tendues de pH (pH 2-8) et de température (45°C) modérées, son génome posseéde de nombreuses
protéines intervenant dans le cycle lysogénique.

Les résultats de cette étude ont permis d’affirmer que les génes stx2d peuvent étre transduits a des

souches non-STEC et contribuer a leur virulence dans le modéle des larves de Galleria mellonella.

88



Phage-mediated Shiga-toxin (Stx2d) gene transduction from O80:H2
Shiga toxigenic Escherichia coli (STEC) to non-STEC strains and in vivo

virulence assessment

Submitted

Audrey Habets', Céline Antoine', Jeroen Wagemans?, Marjorie Vermeersch®, Fanny

Laforét!, Jacob Diederich', Rob Lavignez, Jacques Mainil', Damien Thiry'



Chapitre 3 Section expérimentale — Etude 3

Phage-mediated Shiga-toxin (Stx2d) gene transduction from O80:H2 Shiga
toxigenic Escherichia coli (STEC) to non-STEC strains and in vivo virulence

assessment.

Audrey Habets', Céline Antoine', Jeroen Wagemans?, Marjorie Vermeersch®, Fanny Laforét', Jacob
y g i y

Diderich', Rob Lavigne?®, Jacques Mainil', Damien Thiry'"

lBacteriology, Department of Parasitic and Infectious Diseases, FARAH, ULiége, Liege, 4000,
Belgium; audrey.habets@uliege.be (A.H.); celine.antoine@uliege.be (C.A.); fanny.laforet@uliege.be
(F.L.); jacob.diderich@uliege.be (J.D.); jg.mainil@uliege.be (J.M.)

’Department of Biosystems, Laboratory of Gene Technology, KU Leuven, Leuven, 3000, Belgium;
Jeroen.wagemans@kuleuven.be (J.W.); rob.lavigne@kuleuven.be (R.L.)

3Center for Microscopy and Molecular Imaging, Electron microscopy laboratory, Gosselies, ULB, 6041,
Belgium; Marjorie.vermeersch@ulb.be (M.V.)

*Damien.thiry@uliege.be (D.T.); Tel.: +32-4366-9522

Abstract

Shiga toxin-producing Escherichia coli (STEC) are major foodborne pathogens that cause human
diseases ranging from diarrhea to life-threatening complications including hemolytic—uremic syndrome.
Virulence of STEC strains and their ability to cause severe diseases are associated with the activity of
prophage-encoded Shiga toxins (Stxs). The first objective of this work was to isolate and characterize
the Stx2d phage from STEC O80:H2 and to study the transfer of this phage in non-STEC strains. The
second objective was to assess the survival of Galleria mellonella larvae inoculated with these
transduced strains. Firstly, one bacteriophage isolated from a STEC O80:H2 strain was used to infect
six non-STEC strains, resulting in the conversion of three strains. Then, stability assays were performed,
showing that this phage was stable in the new STEC strains after three successive subculturing steps, as
confirmed by a combination of short and long read genome sequencing approaches. This phage,
vB_EcoS ULI-O80_Stx2d, is resistant to moderate temperature and pH. It belongs to a currently
unclassified genus and family within the Caudoviricetes class, shares 98% identity with Stx2 112808
phage and encodes several proteins involved in the lysogenic cycle. The yecE gene was indentified as
the insertion site. Finally, Galleria mellonella experiments showed that the convertant strains caused
significantly higher mortality rates than the corresponding non-STEC strains. In conclusion, this study
showed that stx2d gene from O80:H2 E. coli can be transferred to non-STEC strains and contributes to

their virulence.
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1. Introduction

Shiga toxin (Stx)-producing Escherichia coli (STEC) are notorious foodborne pathogens that cause
several human diseases, such as diarrhea, hemorrhagic colitis and hemolytic uremic syndrome (HUS)
[1]. Shiga toxin (Stx), encoded by Stx-converting bacteriophages (Stx phages), is one of the primary
virulence factors of STEC strains and can exhibit cytotoxicity to various target cells [2,3]. Stx toxins
belong to two families (Stx1 and Stx2). Each of these types are further divided into subtypes, three for
Stx1 (Stx1a, Stx1c and Stx1d) and at least seven for Stx2 (Stx2a, Stx2b, Stx2c, Stx2d, Stx2e, Stx2f and
Stx2g) [4], although new Stx2 subtypes are regularly described, including Stx2h to m [5]. The stx/ and
stx2 genes which encode these toxins are contained within temperate bacteriophage genomes of the
former Podoviridae, Myoviridae or Siphoviridae families [3], integrated as prophages within the
bacterial chromosome. The Stx phages’ ability to excise themselves and infect other hosts, e.g. in the
gastrointestinal tract, makes them important drivers of horizontal gene transfer (HGT) of stx genes
among E. coli serotypes and other Enterobactereacae. This ability to quickly gain, lose or exchange
genes through Stx phages impacts the pathogenicity profile and evolution of STEC strains. Integrated
stx genes either remain silent within the lysogens [6] or are expressed at low levels following infection
with a Stx-converting phage.
STEC can be exposed to various stresses, including heat, mitomycin C, and UV, leading to a bacterial
SOS response. This response is characterized by the excision of the prophage DNA from the host
chromosome and the initiation of the lytic cycle [7]. This results in host cell lysis and the release of
phage particles that can transduce the stx genes to other bacteria [8, 9, 10] .
Nine Stx phage insertion sites have been described to date, including wrbA4, which encodes for a
tryptophan repressor-binding protein [11], yehV encoding a transcriptional regulator [12] and yecE,
whose function is unknown [13].
Evidence suggests that STEC O157:H7 is responsible for numerous outbreaks and has evolved from an
EPEC O55:H7 strain by acquisition of Stx2¢ phage followed by multiple introductions of Stx2a and
Stx1a phages [14]. Other studies have shown that the enteroaggregative STEC strain (EAEC) O104:H4,
responsible for the German epidemic in 2011, was driven by the Stx phage transfer from a STEC strain
[15]. Stx phage transfers have also been demonstrated in vitro and in vivo for specific classic serotypes,
such as 026:H11, after extraction of the phage from the donor bacterium [9, 16]. Over the last ten years,
a novel serotype of STEC, O80:H2, has emerged as a cause of STEC-HUS [17]. This serotype has been
isolated from patients with STEC-HUS presenting multi-organ failure, and extensive thrombotic
microangiopathy [18]. STEC O80:H2 has been described as a hybrid pathotype that combines the
diarrhoeagenic E. coli virulence factors (VFs) Stx, Eae (intimin) and EhxA (enterohaemolysin), with
extra-intestinal VFs [19].
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Initially described in France [20], serotype O80:H2 emerged in the 2010s to become one of the three
leading serotypes involved in HUS cases [21]. Moreover, this serogroup has also been isolated from
cattle in Spain [22], humans and cattle in Belgium [23-25], human in Switzerland [26] and the
Netherlands [18]. It now represents the third most frequent serotype isolated from HUS cases in Europe,
responsible for 9% of European HUS in 2019 [27].

It has been hypothesized that EPEC O80 is ancestor of STEC O80 [28]. According to this hypothesis,
the acquisition of szx2 by EPEC O80 gave rise to globally distributed toxigenic STEC O80. Historically,
epidemiological studies have focused on stx2-harboring strains because they are typically associated
with more severe clinical outcomes [29-30].

A recent study highlighted the circulation of EPEC strains of the same serotype in diarrheic calves [25].
Genomic analysis showed that the bovine O80:H2 EPEC are closely associated to human O80:H2 STEC
but contain neither the szx genes nor the Stx phages. It is therefore possible that the bovine EPEC strains
were AE-STEC that lost the Stx phage or represent precursors of AE-STEC which have acquired the
Stx phage.

The objective of this work was to isolate and characterize the Stx2d phage from STEC O80:H2, to study
the STX phage transfer in non-STEC strains and to assess the virulence of the newly converted strains

in vivo 1n a Galleria mellonella larvae model.
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2. Results

2.1. Isolation, host range analysis of Stx2d phages and horizontal transfer of stx2d gene from

080:H2 E. coli to non-pathogenic E. coli

Three temperate phages were induced and isolated from three bovine O80:H2 STEC strains by UV
radiation. Lysis plaque formation was analyzed to assess the ability of Stx2d phages to infect a range of
host strains (Table 1). The host range analysis showed that the three Stx2d phages isolated from O80:H2
donor strains EH3155, EH3160 and EH3320 produced plaque lysis on strains K12-MG1655, K12-
DH5a, O80:H26 and O80:H2.

The three phages were used to transduce these four positively lysed strains. Three transduced strains
(K12-MG1655, K12-DHS5a, O80:H26) were confirmed by PCR targeting the stx2d gene. A stability
study indicated that the phage isolated from the strain EH3320 was stable in the new STEC strains after
three successive subculturing steps unlike the o two others (EH3155 and EH3160). This phage was

therefore selected for further analysis.

2.2. Genome-based characterization of vB_EcoS ULI-O80 Stx2d confirms this phage as a

temperate lambda-like virus

This Stx2d phage was analysed by whole genome sequencing, revealing a dsDNA genome of 40,147 bp
(Figure 1). The phage was named according to the standardized phage nomenclature vB_EcoS ULI-
080_Stx2d, belongs to the Caudoviricetes class and a yet unclassified family and genus (Supplementary
Figure 1). The closest similar virus is phage Stx2 112808 (LC567830.1, 88% query coverage, 98.03%
sequence identity) and vB EcoS ULI-O80 Stx2d shares >95% identity with seven other phages
according to BLASTn analysis. Homology detection by BLASTp and structure prediction by HHpred
analysis [31] revealed that the two phages encode several lysogeny associated proteins including an
integrase (Int), excisionase (Xis) and different repressors like CI, CII and the antirepressor Cro involved
in maintening the lysogenic cycle. Comparison of phage genomes are shown in Figure 1. The “stx
region,” defined as the phage’s genome region encompassed by the genes Q and S and containing the
Stx-coding genes was localized. Noteworthy, the presence of nanS-p gene exclusively in the “stx region”
of the phage identified (Figure 1). Sequencing was submitted to NCBI GenBank under accession number
ON416862.
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Figure 1. Comparative genomics of phage vB_EcoS ULI-O80_ Stx2d and Stx2 112808. Each arrow
represents a coding sequence. In red, genes coding packaging and lysis-associated proteins are
displayed; in green, structural proteins; in blue, DNA and metabolism-associated proteins; in pink,
lysogenic-associated proteins. The stx region is highlighted in a box with toxins and effectors proteins

like the two Shiga toxin II subunit A and B and the the nanS-p gene represented in yellow.

2.3. Bacteriophage characterization

The phage vB_EcoS ULI-O80 Stx2d isolated from the EH3320 strain was first characterized for its
pH and temperature stability. This one remained stable (<1ge/mL) at temperatures of 25°C, 37°C and
45°C. At 60°C, the phage showed a 1 ge/mL reduction (Figure 2a). Concerning the pH stability, the
phage remained stable between pH 2 and pH 8 and began to decrease with 1 ge/mL at pH 10 and 2

ge/mL at pH 12 (Figure 2b). This phage presented resistance to moderate temperature (45°C) and a
broad pH spectrum (2-8).
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Figure 2. a) Temperature b) pH stability results of phage vB EcoS ULI-O80 Stx2d after 1h. The
means of three experiments (+c) are represented and the concentrations measured before testing are

represented by the dark bars. p-value (*) < 0.05. ge = genomic copies
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The vB EcoS ULI-O80 Stx2d morphology was also characterized by Transmission Electron
Microscopy (TEM). This phage presented an icosahedral symmetric non-enveloped head, with a
diameter of approximately 60 nm, and a non-contractile and flexible tail of approximately 245 nm in

length corresponding to a siphovirus morphology (Figure 3).

Figure 3. Negative staining transmission electron microscopic image of the phage vB_EcoS ULI-

080 _Stx2d.
2.4 Insertion sites of the phage vB_EcoS ULI-O80 Stx2d

Bacterial genomic analyses were performed in order to highlight the presence and the type of insertion
sites. The identified insertion site of vB_EcoS ULI-O80_ Stx2d into the chromosome of the three

transduced strains was the same than withing the donor strains: the yecE gene (Figure 4).

&
&Q
N
K v o
& & A@%%@@& &
L N\ R
. -I vB_EcoS_ULI-080_Stx2d 113 0x

Figure 4. Insertion site yecE of the three convertant strains. tRNA synthetase: Aspartyl-tRNA
synthetase, YecD: isochorismatase-family protein, YecN: Inner membrane protein YecN, ComA:
Carboxy-S-adenosyl-L-methionine synthase, ComB: tRNA ho5U(34) carboxymethyltransferase, Tor-

Z: Trimethylamine-N-oxide reductase
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2.5.Assessing the in vivo virulence properties of the prophage in the Galleria mellonella

larvae model

To assess the virulence of the stx2d gene, G. mellonella larvae were inoculated with transduced and host
bacterial strains. The optimal inoculation dose for the strain EH3320 causing a lethality between 90-
100% after four days was 10° CFU/10uL. The larvae survival rates were lower in the infected groups
compared to the PBS control group (0—60% vs. 90% of survival at 96 hours post infection (HPI)) (Figure
5a). The non-converted strain K12-DH5a showed a larvae mortality <10% for all concentrations,
whereas converted K12-DH5a strain showed a larvae mortality of 60-70% in 10° CFU/10uL after four
days and of 90% at 10° CFU/10puL after one day (Figure 5b). For the non-converted K12-MG1655 strain,
the larvae mortality was also below 10% for all concentrations, whereas the converted strain showed a
larvae mortality rate of 90-100% after four days at 10> CFU/10uL and of 90-100% after one day at 10°
CFU/10uL (Figure 5¢). The converted O80:H26 strain showed a larvae mortality of 100% after 2 days
(Figure 5d).
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Figure 5: Kaplan-Meier survival curves of the experiments with G. mellonella larvae inoculated with

a) EH3320 at different concentrations b) K12-DH5a with or without vB_EcoS ULI-O80 Stx2d ¢)

K12-MG1655 with or without vB_EcoS ULI-O80 Stx2d d) O80:H26 with or without vB_EcoS ULI-

080_Stx2d. Each group contained 30 larvae separated in three groups of 10 larvae. HPI: hours post

inoculation. * p<0,05
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3. Discussion

Lysogenic phage conversion constitutes an efficient mechanism for rapid dissemination of phage-
encoded virulence genes [32]. While in vitro phage-mediated transmission of the stx2 gene between
different laboratory bacterial strains and E. coli O157:H7 has already been described [33], studies
providing information on transduction in the O80:H26 strain and the identification of the insertion sites
of this stx2d gene were lacking. The choice to limit this study to the phage encoding Stx2d was due to
the observation that this toxin type is associated with the most severe forms of the infections in humans

[34].

After being challenged with Stx2d phage stock solutions, the K12-MG1655, K12-DHa5, O80:H2 and
080:H26 E. coli strains produced lysis areas, but the O18-K1 and ATCC 25922 E. coli strains failed to
produce any visible lysis. Many factors may contribute to the inability of this phage to infect these
bacterial strains, including the lack of the correct receptor for the Stx2d phages or the presence of glucose
moieties instead of galactose residues in the terminal position of cell wall lipopolysaccharides [35].

Systems such as Crispr-Cas9 [36] or BREX could also inhibit the phage infection [37].

The stability of transduced s#x genes based on the ability of the lysogenized strains to retain the acquired
genes up to three subculturing steps in LB broth was determined. The phage Stx2d from the EH3320
strain was stably maintained in all lysogenized hosts as confirmed by PCR. Conversely, the Stx2d
phages originating from EH3155 and EH3160 E. coli strains were less stable and appeared to be carried

transiently in subcultured cells consistent with what was already described by Tozzoli et al. 2014 [38].

Several non-O157 AE-STEC serogroups are important causes of human disease, one of the most
common being O80:H2 for which hypotheses of stx genes transduction were already discusses in the
literature [39, 40]. This study demonstrates that stx2d-harboring phages from STEC O80:H2 can
transduce EPEC O80:H26 and non-pathogenic strains and convert them to stable lysogens unlike the
080:H2 strain. Even if this O80:H2 strain is phylogenetically related to the donor strains [23], several
hypotheses can explain this observation. For instance, strain O80:H2 could contain active defense
systems like nucleic acid interference, abortive infection or even chemical defense [41]. Conversely,
080 STEC can lose stx genes at appreciable frequencies, thereby reverting to being EPEC as showed in
this study. STEC O80 and EPEC O80 represent a dynamic system in which bidirectional conversion
yields different pathotypes. Stx-encoding bacteriophages are the major elements facilitating this
conversion. The ability of STEC O80 strains to cause HUS indicates that such organisms are more

virulent than EPEC strains lacking the stx gene.
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If this is true, a change in the pathotype of the infecting E. co/i O80 strain during an infection by the lost
or acquisition of an Stx-encoding bacteriophage might have clinical implications. For instance, using
the paradigm that Stx causes HUS, the loss of a stx gene during the early infection, before Stx production,

might prevents the development of HUS for the patient.

Genome analysis revealed that the phage belongs to a currently unclassified genus and family within the
Caudoviricetes class. It shares 98% identity with Stx2 112808 phage (isolated from an E. coli
0145:H28 strain isolated in Japan and represent 20,3% of HUS cases in Argentina [42]) and >95%
identity with seven other phages (Supplementary Figure 1). Homology detection and structure prediction
showed that the phage encodes different lysogenic cycle-associated proteins like an integrase, an
excisionase, the different repressors CI, CII and the antirepressor Cro. The integrase gene plays an
important role in the lysogenic cycle of temperate phages [43]. It is an enzyme associated with phage
genome insertion within the bacterial chromosomes at certain attachment sites (attP and attB) by a site-
specific recombination process [44]. Shiga toxin containing prophages can convert the host strain since
they integrate their genome using specific gene insertion sites. In these three convertant strains, the
encoded gene present was the unknown function yecE, which is consistent with results from Nyambe et
al., 2017 [45, 46]. A previous study indicated that the genetic diversity of the integrase-encoding genes
among various Stx prophages is related to the different insertion sites of these prophages within the
bacterial chromosome [47]. The excisionase controls integrase-mediated DNA rearrangements. It is
strongly associated with the Stx prophage regulation induction process, triggering a lytic cycle of Stx
prophages to lyse bacterial host and release Stx-converting phages in the environment [3,33]. The
different repressors enable the entry of the phage into the lysogenic cycle. The nanS-p gene present in
the Stx region is the phage homologue of the bacterial gene nansS, which encodes an esterase involved
in the metabolization of sialic acids produced by submaxillary glands of bovines and present in great

quantities in their gastrointestinal tract [48].

In vivo experiments with G. mellonella larvae showed decreased survival rates in larvae treated with the
convertant £. coli strains. Indeed, only a few hours after bacterial inoculation, some larvae already
showed visible signs of infection (decreased activity, melanization). The bacterial dose used (10°
CFU/larvae) resulted in a very high mortality within 24 HPI in the infected group. /n vivo experiments
support the in vitro results with the fact that the phage Stx2 harboring stx2 genes bring at least a part of
the virulence. The difference is less obvious between the two O80 E. coli strains because the EPEC
080:H26 E. coli strain already possess virulence factors like intimine (eae), enterohemolysin (4/y) and

genes present on the pS88 plasmid (iron, iss, iha).
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In conclusion, the vB_EcoS_ULI-O80 Stx2d phage is stable and can resist to moderate pH and
temperature conditions, which may be interesting for its survival in various environments. Our data
demonstrate that UV radiation cause induction of lambdoid prophages carrying stx genes which can
convert non-pathogenic E. coli into STECs. This result is in line with the hypothesis that EPEC O80:H2
can become AE-STEC by acquisition of the stx phage presented in a recent study [23].

These findings provide insights into the role of Stx-converting phage in the bacterial pathogenicity
evolution through lysogenization in STEC strains. The consequences of this HGT over extended periods
of time (frequency of gene acquisition upon transduction, gene stability) may result in a great clinical
concern. Moreover, this study showed that newly converted strains are significantly more virulent than

the non-converted ones suggesting the important role of the Stx2d phage in the pathogenicity.

Further studies are needed to analyze the Stx production of newly converted STEC and to attempt the
transduction between different serotypes strains. Comparison of the genome structure and morphology
of all Stx2d phages and stx2d genes would allow a better understanding of their epidemiology in the
different STEC serotypes. Additional studies are needed to confirm the predicted protein functions of
the Stx-convertig phages and the coevolution of Stx-converting phages with their STEC hosts.
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4. Materials and Methods

4.1. Bacterial strains

The three stx2d positive EH3155, EH3160 and EH3320 strains used in this study are listed in Table 1.
These three strains are phylogenetically very close based on previous work [23]. They were provided
by ARSIA (Regional Association for Animal Health and Identification) and were used as the donor
strains for the phage transduction experiments. Recipient strains for lysogenization experiments were
selected based on their avirulent background (E. coli K12-MG1655, E. coli K12-DH5a,, E. coli ATCC
O18-K1 and E. coli ATCC 25922) and their seropathotype (EPEC E. coli O80:H26 and EPEC E. coli
0O80:H2).

Table 1. Escherichia coli strains used in this study

Bacterial strains stx gene Serotype Reference
Donor strains

EH3155 stx2d 080:H2

EH3160 stx2d 080:H2

EH3320 stx2d 080:H2 [23]

Host (recipient) strains

K12-MG1655 - - Laboratory strain
K12-DH5a - - Laboratory strain
ATCC700973 - 018:K1 ATCC
ATCC25922 - - ATCC
080:H2 - 080:H2 Laboratory strain
080:H26 - 080:H26 [25]

Strains were routinely grown overnight in Lysogeny Broth (LB) broth at 37°C with shaking at 150 rpm
or on LB agar plates. Prior to infection experiments, the absence and the presence of stx2d was verified

by colony PCR in the host and donor strains, respectively.
4.2. Induction of Stx2d phages

E. coli EH3155, EH3160 and EH3320 (harboring Stx2d encoding prophage) were grown from frozen
cryogenic vial stocks, streaked on LB agar plates, grown from single colonies overnight at 37°C in LB
broth and then 1:100 was inoculated into fresh LB medium. The inoculum was incubated at 37°C, 250
rpm to an ODgoonm Of 0.6. For UV induction, 10 mL of the three STEC strains cultures were placed in a
petri dish with open lid and exposed for 1 min to UV radiation (0.5 kJ/m?). Following UV radiation,
cultures were maintained for 6h at 37°C with gentle shaking. Then, the cultures were centrifuged (10
min at 10,000xg) and the supernatants were filtered through a sterile 0.22 pum filter (VWR international)

to completely remove bacteria [33]. The three phages were stored at 4°C.
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4.3. Host range and infectivity of Stx2d phages

A total of 200 pL aliquots of the exponential phase (ODgq = 0.3) cultures of each host strain were mixed
with 100 pL of phage, incubated at 37°C for 20 minutes and 2 mL molten soft LB agar was added and
poured onto LB Lennox agar plates, then allowed to solidify at room temperature (RT). Plates were
incubated for 24 h at 37°C. If clear lysis zones were observed, results were considered as positive for

each Stx2d-phage stock solution

4.4. Horizontal transfer of stx2d gene from O80:H2 E. coli to non-pathogenic E. coli

E. coli strains presenting a clear lysis were grown at 37°C in 3 mL of LB broth to the early exponential
phase, from which 100 uL aliquots were mixed with 3 mL of LB broth tubes containing 100uL of 1M
CaCl, and 500uL of each phage stock and incubated overnight at 37°C without shaking. Infected cells
were recovered by centrifugation at 6.000 x g (20 min, 4°C) and cell pellets were washed three times
with phosphate buffer saline (PBS) to remove non-specifically bound phage particles [49]. The washed
pellets were then suspended in 1 mL of LB broth, spread onto STEC agar plates and incubated overnight
at 37°C. A colony from each plate was randomly selected and subcultured three times on STEC agar to
identify stable lysogenic bacteria. After DNA extraction, a stx2d specific PCR [50] was performed to
confirm whether the converted cells acquired the gene. Stock cultures were prepared of each strain by
centrifugation (8000 x g, 10 min). The pellets were suspended in 1mL of LB broth and 0.5 mL was

transferred to 2 mL beads-containing cryogenic vials and stored at -80°C for further use.

4.5. pH and temperature stabilities

To investigate the phage stability at high temperature, 1 mL of 10° PFU/mL of filtrate phage solution
was added to a 1.5 mL microtube and incubated at 4 different temperatures (25°C, 37°C, 45°C and 60°C)
for 1h using a heat block. For pH stability, 100 uL of the phage solution (10* PFU/mL) was mixed with
900 pL PBS adjusted to pH 2-4-6-8-10 and 12 with HCI and NaOH and incubated at room temperature
for 1h. For all conditions, DNA was extracted with the DNA blood and tissue kit (Qiagen) and a gPCR
was realized to compare the genomic copy numbers of each sample [51]. After the investigation of the
normality of each distribution (corresponding to the concentration data of the phage and for both
incubation condition), (by a histogram, a quantile-quantile plot (QQ-plot), a boxplot, and a Shapiro-
Wilk test) a one-way analysis of variance (ANOVA) (with multiple comparisons) was used to assess if
the concentration obtained after 1 h incubation was significantly different from the original. All

statistical analyses were performed using R (p-value < 0.05) [52].
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4.6.STX phage quantification

A quantitative PCR was performed using a customized stx2d sequence as a standard curve: -
TCAGGCAGATACAGAGAGAATTTCGTCAGGCACTGTCTGAAACTGCTCCTGTGTATACGT
GACGCCGG- (Eurogentec).

The qPCR assays were carried out in a 25uL volume containing 1 x GoTaq® Master Mix 2.0 (Promega),
primers and probe (final concentration 300 nM of each primer and 100 nM probe; Eurogentec) (Table
2) and 5 pL template DNA. qPCR was performed with the following amplification program: initial
activation of the enzyme at 95°C for 5 min followed by 40 cycles of 95°C for 15s, then 1 min annealing

and elongation at 60°C and cooling at 40°C for 30s [53].

Table 2. Primers and probes for gPCR quantification of stx2d [53].

Gene Primer Sequence (5°-3°) Position Accession
or probe 5-3) number

stx2 stx2-F TCA GGC AIA TAC AGA GAG AATTTC G | 578-602 AY443044
stx2-Ra CCG GIG TCA TCG TAT ACA CAG 646-626 AY443044
stx2-P® | CAC TGT CTG AAA CTG CT 608-624 AY443044

® Probe tagged with minor groove-binding non-fluorescent quencher (MGBNFQ) and 6-carboxyfluorescin (FAM) fluorescent

label (Eurogentec).

4.7. Whole genome sequencing and genomic analysis

The phage genomic DNA was isolated using a phenol-chloroform extraction [54]. Sequencing was
performed on an [llumina (San Diego, CA, USA) MiniSeq machine using the Nextera Flex DNA library
kit (Illumina). After assembly of the raw sequencing data using Unicycler [55], the most related phages
were identified with BLASTn [56] and Viptree v3.0 [57]. VIRIDIC [58] was used for taxonomic
classification. Annotation was performed with RASTtk [59] on the PATRIC server [60] followed by a
manual curation using BLASTp and HHPred [61] and visualization with Easyfig [62]. The data were
submitted to NCBI GenBank under accession number ON416862. For the bacterial samples, total
genomic DNA were extracted with the DNA blood and tissue kit (Qiagen). The DNA was subsequently
prepared for Illumina sequencing similarly to the phage DNA and sequenced. In parallel, the DNA were
also prepared for long read sequencing using the Rapid barcoding kit (Oxford Nanopore Technology,
Oxford, UK) and sequenced on a MinlON R9.4.1 flowcell (Oxford Nanopore Technology), with
Guppy(v3.1.5) as basecaller [63]. The genomes were also constructed using Unicycler. The assemblies

were visually inspected using Bandage [64]. A quality control with Quast [65] revealed an N50 of
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5,264,684 bp (13 contigs), 3,013,105 bp (43 contigs) and 3,012,995 bp (55 contigs) for K12-MG1655,
K12-DH5a and O80:H26, respectively.

4.8. Transmission electron microscopy

E. coli EH3320 was grown overnight at 37°C in LB broth. The culture was subsequently diluted 50x in
50mL of LB broth. Phage induction was carried out by adding mitomycin C (concentration of 1,0
pg/mL) to the culture bottles at ODggo = 0,2, which were further incubated until an OD decrease. The
culture was centrifuged at 10 000 x g for 10 min at 4°C. The phage was negatively stained and analyzed
by transmission electron microscopy (TEM) by the Electron Microscopy unit (ULB, CMMI, Gosselies,
Belgique). The grids were stained with 4% uranyl acetate. The sample was placed on the grid using the
grid-on-drop method. Observations were made on a Tecnail0) TEM (FEI-TechnoFisher) and images

were captured with a Veleta CCD cam.

4.9. In vivo assay: Galleria mellonella larvae model

A preliminary experiment aimed to determine the optimal inoculation dose was realized. Six groups of
10 G. mellonella larvae (Animal Confort, Loncin, Belgique) were inoculated using an automatic injector
(Cole Parmer, Vernon Hills, IL, USA) with 10 pL of EH3320 at six different concentrations, ranging
from 10 CFU/10 pL to 10° CFU/10 uL. Each larva was inoculated in the last left proleg with a BD
Plastipak™ 1 mL sterile syringe (Becton-Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA) and a sterile 30-gauge
needle (Terumo corporation, Tokyo, Japan). The optimal inoculation dose was expected to cause a
lethality of 90-100% after four days.

The principal experiments were carried out in technical triplicate to compare the survival of G.
mellonella larvae with the non-STEC strains converted or not with the Stx2d phage. For each experiment
(three transduced strains), 270 larvae were divided into nine groups (Table 3). Each larvae was
inoculated as previously described. The larvae were incubated at 37°C and mortality was evaluated
every 24h. Kaplan-Meier survival curves were generated to assess the survival of the different groups
using R-commander (Remdr v2.6-0). Logrank tests were performed to highlight any significant
difference in survival rates between the groups (p<0,05). Back-titration of bacteria was realized to verify

the inoculated doses.
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Table 3. Summary table of the G. mellonella larvae groups inoculated in triplicate for the main

experiments (survival and titration)

Groups Experiments
1 (CFU/10uL) 2 (CFU/10uL) 3 (CFU/10uL)
1 PBS PBS PBS
2 K12-DH5a. (10°) K12-MG1655 (10°) 080:H26 (10°)
3 K12-DH5a (10%) K12-MG1655 (10% 080:H26 (10%)
4 K12-DH5a (10°) K12-MG1655 (10°) 080:H26 (10°)
5 K12-DH5a (10°) K12-MG1655 (10°) 080:H26 (10°)
6 K12-DH50 + stx2d (10°)  K12-MG1655 +stx2d (10°)  080:H26 + stx2d (10%)
7 K12-DH50 + stx2d (10*)  K12-MG1655 +stx2d (10%)  080:H26 + stx2d (10%)
8 K12-DH50. + stx2d (10°)  K12-MG1655 + stx2d (10°)  080:H26 + stx2d (10°)
9 K12-DH50. + stx2d (10°)  K12-MG1655 + stx2d (10°)  080:H26 + stx2d (10°)

105



Chapitre 3 Section expérimentale — Etude 3

5. References

L.

10.

11.

12.

13.

Mcallister, L. J. et al. Genomic comparison of two O111:H- enterohemorrhagic Escherichia
Coli isolates from a historic hemolytic-uremic syndrome outbreak in Australia. Infect Immun.
84, 3, 775-81; 10.1128/1A1.01229-15 (2016).

Bloch, S. et al. UV-sensitivity of Shiga toxin-converting bacteriophage birions ® 24B, 933W,
P22, P27 and P32. Toxins. 7, 9, 3727-39; 10.3390/toxins 7093727 (2015).

Smith, D. L. ef al. Comparative genomics of Shiga toxin encoding bacteriophages. BMC
Genomics. 13:311; 10.1186/1471-2164-13-311 (2012).

Scheutz, F. et al. Multicenter evaluation of a sequence-sased protocol for subtyping Shiga
toxins and standardizing Stx nomenclature. J. Clin Microbiol. 50, 9, 2951-63;
10.1128/JCM.00860-12 (2012).

Bai, X., Scheutz, F., Dahlgren, H.M., Hedenstrom, 1., Jernberg, C. Characterization of
clinical Escherichia coli strains producing a novel Shiga toxin 2 subtype in Sweden and
Denmark. Microorganisms.17, 9:2374; 10.3390/microorganisms9112374 (2021).

Paul, J. H. & Weinbauer, M. Detection of lysogeny in marine environments. Manual of Aquatic
Viral Ecology. 4, 30-33; 10.4319/mave.2010.978-0-9845591-0-7.30 (2010).

Imamovic, L. & Muniesa, M. Characterizing RecA-independent induction of Shiga toxin2-
encoding phages by EDTA treatment. PLoS One. 7, 2; 10.1371/journal.pone.0032393 (2012).
Allison, H. E. et al. Immunity profiles of wild-type and recombinant Shiga-like toxin-encoding
bacteriophages and characterization of novel double lysogens. Infect. Immun. 71, 6, 3409—-18;
10.1128/1A1.71.6.3409 (2003).

Toth, L. ef al. Transduction of porcine enteropathogenic Escherichia Coli with a derivative of a
Shiga toxin 2-encoding bacteriophage in a porcine ligated ileal loop system. Appl. Environ.
Microbiol. 69, 12, 7242-47; 10.1128/AEM.69.12.7242 (2003).

Fang, Y., Mercer, R. G., Mcmullen, L. M. & Génzle, M.G. Induction of Shiga toxin-encoding
prophage by abiotic environmental stress in food. Appl. Environ. Microbiol. 83, 19, 1-13;
10.1128/AEM.01378-17 (2017).

Plunkett, G III., Rose, D. J., Durfee T. J. & Blattner F. R. Sequence of Shiga toxin 2 phage
933W from Escherichia coli O157:H7: Shiga toxin as a phage late-gene product. J.
Bacteriol. 181, 1767-1778; 10.1128/jb.181.6.1767-1778.1999 (1999).

Creuzburg, K. ef al. The Shiga toxin 1-converting bacteriophage BP-4795 encodes an NleA-
like type III effector protein. J. Bacteriol. 187, 8494-8498; 10.1128/JB.187.24.8494-8498
(2005).

De Greve, H., Qizhi, C., Deboeck, F. & Hernalsteens, J. P. The Shiga-toxin VT2-encoding
bacteriophage phi297 integrates at a distinct position in the Escherichia coli genome. Biochim.

Biophys. Acta. 1579, 196-202; 10.1016/S0167-4781(02)00539-0 (2002).
106



Chapitre 3 Section expérimentale — Etude 3

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

Wick, L. M., Weihong, Q., Lacher, D. W. & Whittam, T. S. Evolution of genomic content in
the stepwise emergence of Escherichia Coli O157T:H7. J. Bacteriol. 187, 5, 1783-91;
10.1128/JB.187.5.1783 (2005).

Brzuszkiewicz, E. et al. Genome sequence analyses of two isolates from the recent Escherichia
coli outbreak in Germany reveal the emergence of a new pathotype: Entero-Aggregative-
Haemorrhagic Escherichia coli (EAHEC). Arch. Microbiol. 193, 12, 883-91; 10.1007/s00203-
011-0725-6 (2011).

Bielaszewska, M. et al. Shiga toxin gene loss and transfer in vitro and in vivo during
Enterohemorrhagic Escherichia Coli 026 infection in humans. Appl. Environ. Microbiol. 73,
10, 3144-50; 10.1128/AEM.02937-06 (2007).

Soysal, N. et al. Enterohemorrhagic Escherichia Coli hybrid pathotype O80:H2 as a new
therapeutic challenge. Emerg. Infec. Dis. 22,9, 1604—12; 10.3201/€id2209.160304 (2016).
Wijnsma, K. L. et al. Unusual severe case of hemolytic uremic syndrome due to Shiga toxin 2d-
producing E. Coli O80:H2. Pediatr. Nephrol. 32, 7, 1263-68; 10.1007/s00467-017-3642-3
(2017).

Cointe, A. et al. Emerging multidrug-resistant hybrid pathotype Shiga toxin—producing
Escherichia Coli O80 and related strains of clonal complex 165, Europe. Emerg. Infec. Dis. 24,
12, 2262-69; 10.3201/eid2412.180272 (2018).

Mariani-Kurkdjian, P. et al. Haemolytic-uraemic syndrome with bacteremia caused by a new
hybrid Escherichia Coli pathotype. New. Microbes. New. Infect. 2, 4, 127-31; 10.1002/nmi2.49
(2014).

Bruyand, M. et al. Paediatric haemolytic uraemic syndrome related to Shiga toxin-producing
Escherichia Coli , an overview of 10 years of surveillance in France, 2007 to 2016. Euro.
Surveill. 24, 8; 10.2807/1560-7917.ES.2019.24.8.1800068 (2019).

Blanco, M. et al. Serotypes, virulence genes, and intimin types of Shiga toxin (verotoxin) -
producing Escherichia Coli isolates from cattle in Spain and identification of a new intimin
variant gene (eae- &). J. Clin Microbiol. 42,2,645-51;10.1128/JCM.42.2.645-651.2004 (2004).
Habets, A. et al. Genetic characterization of Shigatoxigenic and enteropathogenic Escherichia
Coli O80:H2 from diarrhoeic and septicaemic calves and relatedness to human Shigatoxigenic
E.Coli O80:H2. J. Clin Microbiol. 42, 2, 645-651; 10.1111/jam.14759 (2020).

De Rauw, K. et al. Characteristics of Shiga toxin producing and enteropathogenic Escherichia
Coli of the emerging serotype O80:H2 isolated from humans and diarrhoeic calves in Belgium.

Clin. Microbiol. Infect. 25, 1, 23-26; 10.1016/j.cmi.2018.07.023 (2019).

107



Chapitre 3 Section expérimentale — Etude 3

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

Thiry, D. et al. Enteropathogenic Escherichia Coli O80:H2 in young calves with diarrhea,
Belgium. Emerg. Infect. Dis. 23, 12, 2093-95; 10.3201/eid2312.170450 (2017).
Niiesch-Inderbinen, M. et al. Serotypes and virulence profiles of Shigatoxin-producing
Escherichia Coli strains isolated during 2017 from human infections in Switzerland. Int. J. Med.
Microbiol. 308, 7, 933-39; 10.1016/j.ijmm.2018.06.011 (2018).
European Food Safety Authority, European Centre for Disease Prevention and Control. The
European Union one health 2019 zoonoses report. EFSA J. 19, 2 ; 10.2903/j.efsa.2021.6406
(2021).
Donnenberg, M.S. & Whittam T.S. Pathogenesis and evolution of virulence in enteropathogenic
and enterohemorrhagic Escherichia coli. J. Clin. Invest. 107, 5, 539:548.
Kawano, K., Okada, M., Haga, T., Maeda, K. & Goto, Y. Relationship between pathogenicity
for humans and Stx genotype in Shiga toxin-producing Escherichia Coli serotype O157. Eur. J.
Clin. Microbiol. Infect. Dis. 27, 3, 227-32; 10.1007/s10096-007-0420-3 (2008).
Orth, D. et al. The Shiga toxin genotype rather than the amount of Shiga toxin or the cytotoxicity
of Shiga toxin in vitro correlates with the appearance of the hemolytic uremic syndrome. Diagn.
Microbiol. Infect. Dis. 59, 3, 235-42; 10.1016/j.diagmicrobio.2007.04.013 (2007).
Zimmermann, L. et al. A completely reimplemented MPI bioinformatics toolkit with a new
HHpred server at its core. J. Mol. Biol. 430, 15,2237-2243;10.1016/j.jmb.2017.12.007 (2018).
Feiner, R. et al. A new perspective on lysogeny: prophages as active regulatory switches of
bacteria. 13, 10, 641-50; 1038/nrmicro3527 (2015).
Yue, W-F. Du, M. & Zhu, M-J. High temperature in combination with UV irradiation enhances
horizontal transfer of Stx2 gene from E.coli O157:H7 to non-pathogenic E.coli. PLoS One. 7,
2; 10.1371/journal.pone.0031308 (2012).
Kriiger, A. & Lucchesi, P. M. A. Shiga Toxins and Stx phages: highly diverse entities.
Microbiology. 161, 3, 1-12; 10.1099/mic.0.000003 (2015).
Rakhuba, D. V., Kolomiets, E. 1., Dey, E. S. & Novik, G. I. Bacteriophage receptors,
mechanisms of phage adsorption and penetration into host cell. Pol. J. MicrobioL.. 59, 3,145-
55 (2010).
Asmamaw M., Zawdie B. Mechanism and Applications of CRISPR/Cas-9-Mediated Genome
Editing. Biologics, 21; 15:353-361; 10.2147/BTT.S326422 (2021).
Goldfarb, T. et al. BREX is a novel phage resistance system widespread in microbioal genomes.
Embo J, 34, 169-183; 10.15252/embj.201489455 (2015).
Tozzoli, R. Shiga Toxin-converting phages and the emergence of new pathogenic Escherichia
Coli: A world in motion. Front. Cell. Infect. Microbiol, 4, 80; 10.3389/fcimb.2014.00080
(2014).

108



Chapitre 3 Section expérimentale — Etude 3

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

Cointe, A. et al. Emergence of new ST301 Shiga toxin-producing Escherichia Coli clones
harboring extra-intestinal virulence traits in Europe. Toxins. 13, 10; 10.3390/toxins13100686
(2021).

Rodwell, E.V., Vishram, B., Smith, R., Browning, L., Smith-Palmer, A., Allison, L., Holmes,
A., Godbole, G., McCarthy, N., Dallman, T.J., Jenkins, C. Epidemiology and genomic analysis
of Shiga toxin-producing Escherichia coli clonal complex 165 in the UK. J Med Microbiol.
70:001471; 10.1099/jmm.0.001471 (2021).

Egido, J. E., Costa, A. R., Aparicio-Maldonado, C., Haas, P-J. & Brouns, S. J .J. Mechanisms
and clinical importance of bacteriophage resistance. FEMS Microbiol. Rev. Vol 46, Issue 1;
10.1093/femsre/fuab048 (2022).

Carbonari, C. C., Miliwebsky, E. S., Zolezzi, G., Deza, N.L., Fittipaldi, N., Manfredi, E.,
Baschkier, A., D'Astek, B.A., Melano, R.G., Schesi, C., Rivas, M., Chinen, [. The importance
of Shiga Toxin-producing Escherichia coli O145:NM[H28]/H28 infections in Argentina, 1998-
2020. Microorganisms. 7, 10; 10.3390/microorganisms10030582 (2022).

Balding, C., Bromley, S. A., Pickup, R. W., & Saunders, J. R. Diversity of phage integrases
in Enterobacteriaceae: development of markers for environmental analysis of temperate
phages. Environ. Microbiol. 7, 1558—1567; 10.1111/j.1462-2920.2005.00845.x (2005).
Colavecchio, A. et al. Prophage integrase typing is a useful indicator of genomic diversity
in Salmonella enterica. Front. Microbiol. 8, 1283; 10.3389/fmicb.2017.01283 (2017).
Nyambe, S., Burgess, C., Whyte, P. & Bolton, D. An investigation of vtx, bacteriophage
transduction to different Escherichia coli patho-groups in food matrices and nutrient broth.
Food. Microbiol. 68, 1-6; 10.1016/j.fm.2017.06.004 (2017).

Reckentenwald, J. & Schmidt, H. The nucleotide sequence of Shiga toxin (Stx) 2e-Encoding
Phage ¢P27 is not related to other Stx phage genomes, but the modular genetic structure is
conserved. Ameri. Soc. Microbiol. Vol 70, Issue 4, 1896-1908 (2002).

Serra-Moreno, Ruth., Jofre, J., & Munesia, M. Insertion site occupancy by stx2 bacteriophages
depends on the locus availability of the host strain chromosome. J. bacterial. 189, 18, 6645-54;
10.1128/JB.00466-07 (2007).

Saile, N. et al. Growth advantage of Escherichia coli O104:H4 strains on 5-N-acetyl-9-O-acetyl
neuraminic acid as a carbon source is dependent on heterogeneous phage-Borne nanS-p
esterases. Int. J. Med. Microbiol. 308, 4, 459-468; 10.1016/j.ijmm.2018.03.006. (2018).
Khalil, R. K. S., Skinner, C., Patfield, S. & He, X. Phage-mediated Shiga toxin (Stx) horizontal
gene transfer and expression in non-Shiga toxigenic Enterobacter and Escherichia coli strains.

Pathog. Dis. 74, 5; 10.1093/femspd/ftw037 (2016).

109



Chapitre 3 Section expérimentale — Etude 3

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

Iguchi, A. et al. Escherichia coli O-genotyping PCR: a comprehensive and practical platform
for molecular O serogrouping. J. Clin Microbiol, 53, 2427-2432; doi.org/10.1128/JCM.00321-
15 (2003).

Park, D-S. & Park J-H. Characteristics of bacteriophage isolates and expression of Shiga-toxin
genes transferred to non Shiga toxin-producing £.coli by transduction. J. Microbiol. Technol.
31, 5,:1-7; 10.4014/jmb.2102.02040 (2021).

R: A Language and Environment for Statistical Computing. Available
online: https://www.gbif.org/fr/tool/81287/r-a-language-and-environment-for-statistical-
computing

Verstraete, K. et al. A qPCR assay to detect and quantify Shiga toxin-producing E.coli (STEC)
in cattle and on farms: A potential predictive tool for STEC culture-positive farms. Toxins. 6, 4,
1201-21; 10.3390/toxins6041201 (2014).

Eskenazi, A. et al. Combination of pre-adapted bacteriophage therapy and antibiotics for
treatment of fracture-related infection due to pandrug-resistant Klebsiella pneumoniae. Nature.
13, 302; 10.1038/s41467-021-27656-z (2022).

Wick, R. R., Judd, L. M., Gorrie, C. L. & Holt, K. E. Unicycler: Resolving bacterial genome
assemblies from short and long sequencing reads. BioRxiv. 10.1101/096412 (2016).

Altschul, S. Basic local alignment search tool (BLAST). J. Mol Biol. 215, 3, 403-410;
10.1006/jmbi.1990.9999 (1990).

Nishimura, Y. et al. ViPTree: the viral proteomic tree server. Bioinformatics. 33, 15, 2379-2380;
10.1093/bioinformatics/btx157 (2017).

Moraru, C., Varsani, A. & Kropinski A. M. VIRIDIC-A novel tool to calculate the intergenomic
similarities of prokaryote-infecting viruses. Viruses. 12, 11, 1268; 10.3390/v12111268 (2020).
Brettin, T. et al. RASTtk: a modular and extensible implementation of the RAST algorithm
for building custom annotation pipelines and annotating batches of genomes. Sci Rep. 5, 8365;
10.1038/srep08365 (2015).

Wattam, A. R. et al. Improvements to PATRIC, the all-bacterial Bioinformatics database and
analysis resource center. Nucleic. Acids. Res. Vol 45, Issue D1, D535-
D542; 10.1093/nar/gkw1017 (2017).

Soding, J., Biegert, A. & Lupas, A. N. The HHpred interactive server for protein homology
detection and structure prediction. Nucleic. Acids. Res. 33, 244-8; 10.1093/nar/gki408 (2005).
Sullivan, M. J., Petty, N. K. & Beatson S. A. Easyfig: a genome comparison visualizer.
Bioinformatics. 27, 7, 1009-10; 10.1093/bioinformatics/btr039 (2011).

Wick, R. R., Judd, L. M. & Holt, K.E. Performance of neural network basecalling tools for
Oxford Nanopore sequencing. Genome Biol. 20, 1, 129; 10.1186/s13059-019-1727-y (2019).

110



Chapitre 3 Section expérimentale — Etude 3

64. Wick, R. R., Schultz, M. B., Zobel, J. & Holt K. E. Bandage: interactive visualization of de
novo genome assemblies. Bioinformatics. 31, 20, 3350-2; 10.1093/bioinformatics/btv383
(2015).

65. Gurevich, A., Saveliev, V., Vyahhi, N., Tesler, G. QUAST: quality assessment tool for genome
assemblies. Bioinformatics.15, 29, 1072-5; 10.1093/bioinformatics/btt086 (2013).

111



Chapitre 3 Section expérimentale — Etude 3

Acknowledgments

The authors thank David Perez-Morga (CMMI, ULB) for the collaboration for the transmission electron
microscopy. The CMMI is supported by the European Regional Development Fund and the Walloon
Region. The authors also thank Dr Marc Saulmont from ARSIA for providing O80:H2 E. coli strains
The university of Liége provided financial support (‘Fonds Spéciaux de la Recherche Project

HYBRID COLI 080°).

Author contributions

J.M. and D.T. conceived the project, A.H. conducted the experiments, J.W. and A.H. performed the
genomics analysis. A.H. and D.T. wrote the paper, all other authors reviewed and edited the paper. M. V.
produced the transmission electron microscopy image, J.D. realized the draft of the manipulations, F.L.

performed the statistical analyzes, C.A. gave help and information during some experiments.

Data availability statement

The data were submitted to NCBI GenBank under accession number ON416862.

Competing interests

The author(s) declare no competing interests.

112



Chapitre 3 Section expérimentale — Etude 3

Figure S1: Intergenomic distance between vB_EcoS_ULI-O80_Stx2d phage and related

bacteriophages.
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Les résultats obtenus au cours de cette thése ont permis d’observer une certaine proportion du sérotype
080:H2 au sein de souches EPEC et AE-STEC isolées de veaux diarrhéiques ou septicémiques en
Belgique, ces dernicres étant génétiquement liées aux souches humaines AE-STEC. Par contre, ce
sérotype O80:H2 n’a pas été détecté au sein de souches EPEC et AE-STEC isolées de jeunes veaux
sains comme observé dans la seconde étude. En effet, ceux-ci appartiennent a d’autres sérotypes O
majoritairement encore non identifiés a ce jour mais peuvent cependant étre porteurs sains d’EPEC et
d’AE-STEC. Aprés obtention de ces résultats, une question reste en suspens concernant 1’origine des
EPEC et des AE-STEC appartenant aux mémes sé€rotypes. Jusqu’a présent, a notre connaissance, aucune
méthode génétique classique n’a été en mesure de faire la distinction entre les véritables EPEC ou AE-
STEC de celles ayant perdu ou acquis les génes stx (Bardiau et al., 2009 ; Bugarel et al., 2011). Dans la
premiére étude, une analyse phylogénétique a été réalisée sur environ 50 souches AE-STEC et EPEC
080:H2 isolées d’humains et de veaux diarrhéiques dont les résultats pourraient aider a faire la
distinction entre les véritables EPEC et les AE-STEC suspectées d’avoir perdu ou acquis les génes stx.
Afin d’étudier encore plus précisément cette question, la troisiéme étude a permis d’observer que le
gene stx2d médi¢ par le phage Stx2d provenant d’une souche STEC O80:H2 peut-étre transduit a des
souches de laboratoire K12-MG1655 et K12-DH5a. et a une souche EPEC O80:H26. Les expériences
in vivo confortent les résultats in vitro avec le fait que le phage Stx2d hébergeant le gene stx2d confere
une partie de la virulence a ces souches. Les conséquences de ces transferts horizontaux de génes

représentent une forte préoccupation en termes de santé publique.

Les souches STEC représentent une cause fréquente de SHU chez I’enfant résultant dans plus de la
moitié des cas d'une infection au sérotype STEC O157. Cependant, les sérotypes non O157 ont été de
plus en plus associ¢s au SHU ces derniéres années (Mele et al., 2014) dont notamment le sérogroupe
080. Ce travail s’est basé sur 1’étude du sérotype O80:H2 car il est unique pour plusieurs raisons qui
seront décrites au cours de cette discussion. Premiérement, il a récemment émergé en Europe de 1'Ouest
et plus particuliérement en Espagne, dont il est responsable de nombreux cas de SHU (Joseph et al.,
2020). Des souches du sérotype O80:H2 appartenant toutes au ST301, possédant le géne eae& et environ
80% d'entre elles le géne stx2d, ont été identifiées en Espagne (Blanco et al., 2004), aux Pays-Bas
(Wijnsma et al., 2017) et en Suisse (Fierz et al., 2017). Deuxiément, ce sérogroupe est toujours associé
a de multiples résistances aux antibiotiques tels que l'aminopénicilline, les aminoglycosides, 1'acide
nalidixique, le cotrimoxazole, la tétracycline et les phénicolés alors qu'un phénotype de résistance est
habituellement rare parmi les AE-STEC, qui sont généralement totalement sensibles aux antibiotiques,
a l'exception de rares clones, comme le clone épidémique allemand O104:H4 (Bielaszewska et al.,
2011). De plus, des infections extra-intestinales inhabituelles ont été récemment décrites pour ce
sérotype (Mariani-Kurkdjian et al., 2014 ; Soysal et al., 2016), telles que des bactériémies, alors que les

AE-STEC sont généralement connues pour étre pathogenes strictement au niveau intestinal.
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Un cas récent aux Pays-Bas illustre l'extréme pathogénicité potentielle de ce sérotype ; un garcon de 16
mois est décédé d'une défaillance multiorganique et d'une microangiopathie thrombotique cérébrale
¢tendue attribuable a une souche d'E. coli O80 productrice de toxines stx2d (Wijnsma et al., 2017). Les
humains se contaminent généralement par voie orale en consommant des aliments ou de I’eau
contamings par des matiéres fécales bovines (Moxley., 2004) mais aucune étude n’a encore jusqu’ici
démontré une transmission alimentaire d’une souche EPEC ou AE-STEC O80:H2 a ’homme. Etant
donné qu’un traitement ciblé pour les maladies humaines induites par les AE-STEC comme la colite
hémorragique et le SHU n’a pas encore fait I’objet d’une application clinique (Muhlen et al., 2020), la
prévention de I’infection humaine est une priorité absolue. En effet, le traitement des patients infectés
par les STEC est particulierment difficile car il a été constaté que de nombreux antibiotiques sont de
puissants inducteurs de prophages. Les mesures prophylactiques visant a prévenir 1’exposition sont un
défi, car jusqu’a 82% des bovins dans le monde excrétent des (AE)-STEC dans leurs excréments

(Moxley., 2004 ; Geue et al., 2002).

Les AE-STEC 0O80:H2 comme les EPEC sont présentes chez les jeunes veaux en Belgique, et sont
associées a des diarrhées et des septicémies. Néanmoins, bien que plusieurs génes localisés sur le
plasmide pS88 et d'autres genes liés a l'invasion y soient présents ; l'infection systémique par les AE-
STEC ou EPEC chez les veaux semble &tre un événement rare (Thiry et al., 2017 ; De Rauw et al.,
2019). Le sérotype O80:H2 ayant déja été identifi¢ parmi des AE-STEC provenant de bovins sains
auparavant (Blanco et al., 2004 ; Cointe et al., 2018), il s'agit ici a notre connaissance de la premiére
description chez de jeunes veaux diarrhéiques et septicémiques, a I'exception de deux isolats provenant
d'un veau unique en 1987 (Thiry et al., 2017). Ce sérogroupe O80, tout comme d’autres sérogroupes
non classiques 0123/186, 0156, 0177, O182 et O183 (Annexe) ne faisant pas partie de la liste des AE-
STEC les plus fréquentes et les plus pathogénes dans le monde chez 'homme (Karmali et al., 2003 ;
Tozzoli et Scheutz, 2014), ne sont pas systématiquement recherchés en médecine humaine et encore

moins en médecine vétérinaire.

La premiére étude a porté sur I’identification et la caractérisation génotypique de souches EPEC et AE-
STEC O80:H2 isolées de veaux diarrhéiques et septicémiques et de leur comparaison génomique. Au
vu du grand nombre d’isolats O80:H2 détectés au sein de veaux diarrhéiques, il nous a semblé important
et nécessaire d'étudier la parenté génique des AE-STEC et EPEC bovines entre elles et avec des AE-
STEC humaines. Le sérogroupe O80 semble avoir émergé indépendamment des autres sérogroupes,
formant un groupe distinct dans la phylogénie des AE-STEC. En effet, il appartient au phylogroupe A
(Cointe et al., 2018) alors que les autres appartiennent au phylogroupe E (O157:H7 et O55:H7) ou B1
(sérotypes non O157/055:H7) (Denamur et al., 2021). Une étude récente a montré que sur un faible
nombre d’isolats, les EPEC bovines et les AE-STEC humaines semblent génétiquement apparentées

(De Rauw et al., 2019). Les résultats de la premicre étude de ce travail qui porte sur 53 E. coli O80:H2
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confirment non seulement ces résultats mais montrent également que les AE-STEC bovines isolées
depuis 2009 sont phylogénétiquement plus étroitement apparentées aux AE-STEC humaines qu'aux
EPEC bovines. Ces souches appartiennent également a la méme lignée phylogénétique majeure L1
comprenant deux sous-lignées avec des distributions différentes des souches d’E. coli O80:H2. La lignée
SL1-1 comprend la majorité des EPEC bovines avec quelques AE-STEC contenant différents geénes stx
tandis que la lignée SL1-2 comprend la majorité des AE-STEC bovines et humaines hébergeant le géne
stx2d (Etude 1, Figure 1). La plupart de ces AE-STEC stx2d se regroupent a I'exception des AE-STEC
stxla comme déja observé (Niiesch-Inderbinen et al., 2018). Ces résultats suggerent que les AE-STEC
080:H2 seraient issues d’EPEC par acquisition du géne stx (Toth et al., 2003 ; Bielaszewska et al., 2007)
et que les EPEC O80:H2 dériveraient des AE-STEC par délétion du géne stx, comme déja observé ou
suggéré (Bielaszewska et al., 2007 ; Cointe et al., 2018). Néanmoins, une instabilité¢ des phages Stx1a,
Stx2a ou Stx2d ne peut &tre exlue comme conséquence de la perte des phages Stx par toutes ces AE-
STEC bovines comme cela a déja été observé auparavant (Cointe et al., 2018). Cette hypothése nécessite
davantage d'études phylogénétiques pour étre confirmée.

Point de vue clonalité, a part deux AE-STEC bovines isolées en 1987, toutes les souches provenant de
bovins O80:H2 EPEC et AE-STEC appartiennent au méme clone ST301, comme précédemment publié
(Soysal et al., 2016 ; Fierz et al., 2017 ; Ingelbeen et al., 2018 ; Niiesch-Inderbinen et al., 2018).

Ce sérogroupe est également unique point de vue de sa virulence. En effet, I’AE-STEC O80 est un
pathotype hybride qui combine des facteurs de virulence intestinaux classiques (présence des genes stx,
eael et ehxA) et des déterminants de virulence extra-intestinaux portés par un plasmide tels que les
systémes d’absorption du fer : I’aérobactine (iucC) et la salmocheline (iroN), une protéine de résistance
au sérum (iss), un systéme de sécrétion I putatif (etsC), I’omptine (ompTp), ’hémolysine aviaire (hlyF),
et 2 bactériocines (cia et cva), suggérant la présence d'un plasmide similaire au plasmide pS88 (Peigne
et al., 2009). Le pS88 est un plasmide ColV, déterminant clé de la virulence des E. coli pathogenes
extra-intestinaux chez la volaille et I'nomme (Cointe et al., 2018). Ce plasmide est impliqué dans les
méningites néonatales (Peigne et al., 2009) et pourrait expliquer l'occurrence de la dissémination extra-
intestinale des infections aux AE-STEC. Comme une majorité de ces geénes sont bien détectés aprés
séquengage des souches O80:H2, nous pouvons conclure que des plasmides pS88-like sont bien présents
dans ces souches. La confirmation finale devrait avoir recours a un séquencgage de 1’ADN plasmidique
qui permettrait d'identifier la présence de plasmides.

Il faut également noter la présence des genes etsC/iucC dans les AE-STEC humaines stx2d mais leur
absence dans les AE-STEC humaines stx2a, ceci ayant déja été observé dans les E. coli O80:H2
francaises et suisses (Cointe et al., 2018 ; Niiesch-Inderbinen et al., 2018). Ces données suggerent une

plasticité génétique des STEC O80 concernant 'acquisition de facteurs de virulence extra-intestinaux.

117



Chapitre 4 Discussion - Perspectives

Deux autres geénes cma/iha non associés au pS88 localisés sur le chromosome et liés a la colicine M et
a la régulation du fer ont également été détectés. Le profil génétique des AE-STEC est positif pour les
genes etsC/iucC et négatif pour les génes cma/iha, tandis que le profil des EPEC est positif pour les
genes cma/iha mais négatif pour les génes etsC/iucC. Une étude sur le role putatif de ces génes dans la
pathogénicité des AE-STEC et EPEC O80:H2 ainsi qu’une caractérisation plus poussée de ces isolats
permettrait d'établir tout trait de virulence commun entre les souches humaines et celles des veaux.

Un autre point intéressant a ¢lucider serait 1'origine des AE-STEC O80:H2 en les comparant avec des
E. coli O80 provenant de différents pays, especes animales et sérotypes H (Cointe et al., 2018). Les AE-
STEC humaines et bovines étant codistribuées dans les deux principales sous-lignées et bien que les
AE-STEC O80:H2 chez les bovins sains soient rares ou absentes (Blanco et al., 2004 ; Cointe et al.,
2018 ; Thiry et al., 2018), il est nécessaire de réaliser des études supplémentaires pour évaluer les bovins
adultes sains comme source potentielle de contamination des humains par des souches AE-STEC
080:H2 puisque les bovins sont considérés comme le principal réservoir des STEC (Kim et al., 2020).

Les différentes caractéristiques telles que : I’émergence récente en Europe de ce sérotype O80:H2, le
fort potentiel de pathogénicité extra-intestinale et la multirésistance de ce pathotype hybride nous
conduisent a caractériser davantage ces souches qui pourraient représenter un probléme majeur de santé

publique.

Les résultats de cette seconde étude ont été obtenus en utilisant une premiere étape d'enrichissement
suivie d'une croissance sur quatre milieux gélosés (semi-)sélectifs. Les milieux McConkey’s (MC) et
Chromocult Coliform (ES) sont sélectifs pour les entérobactéries et les coliformes en général,
respectivement. Le milieu Chromocult Coliform ES supplémenté de tellurite (ESTe) ainsi que le milieu
CHROMagar (STECB) sont sélectifs pour les coliformes résistants au tellurite, y compris la plupart,
sinon la totalité, des "gang-of-seven" et plusieurs "non-gang-of-seven" (AE-)STEC et EPEC,
contrairement a la majorité des souches non-STEC et non-EPEC (Mainil et al., 2005 ; Verhaegen et al.,

2015).

Aprés observation d’une certaine prévalence du sérotype O80:H2 chez des veaux diarrhéiques, il a été
nécessaire d’étudier la prévalence de ce sérotype chez des veaux sains. Pour cela, grice aux
prélévements RAMS, des veaux laitiers 4gés de moins de 6 mois provenant de trois fermes en Belgique
ont été identifiés comme porteurs sains non seulement de sérotypes AE-STEC mais aussi d'EPEC.
Cependant, le sérogroupe O80 n'a pas été identifi¢, ce qui confirme les résultats obtenus précédemment
en Belgique (Thiry et al., 2018 ; Pohl et al., 1997) et en Europe en général (EFSA, 2019) selon lesquels
ce sérogroupe serait absent ou trés rare chez les veaux sains et les bovins adultes. Cette situation est tres
différente de celle des jeunes veaux diarrhéiques de la premiére étude. Une premiére hypothése qui
pourrait justifier cette absence serait le fait que ce sérogroupe O80 est présent en tres faible quantité,

sous. En effet, le prélevement a été fait au niveau de la jonction recto-anale et au niveau du contenu du
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gros intestin pour les veaux sains et bovins adultes alors que pour les veaux diarréhiques il a eu lieu dans
l'intestin gréle. La troisiéme hypothése serait que les jeunes veaux sains ne soient pas porteurs d’E. coli
080:H2 et que I’origine d’infection chez les humains et les veaux diarrhéiques soit différente. En effet,
si ’origine des infections humaines a E. coli O80:H2 était de source bovine, une prévalence de ce
sérotype serait plus élevée. Par conséquent, si I’on considére ’origine réelle des E. coli O80:H2
pathogenes, cette souche pourrait provenir d’animaux sauvages ou de « 1’environnement de la ferme »

(Murphy et al., 2021 ; Nguyen et al., 2021).

Dans cette seconde étude, des variations au niveau du nombre de souches EPEC ou (AE)-STEC entre
les trois fermes ont été détectées. Plusieurs hypothéses pourraient expliquer celles-ci. Une premiére
serait qu’il existe une différence de contamination entre les différentes fermes par ces souches. Une
seconde hypothése serait que les génes stx soient moins stable in vivo ou in vitro dans les isolats d'E.
coli d’une ferme a I’autre. Il existe également des varitations au niveau du nombre de souches EPEC et
(AE)-STEC selon le moment de 1’échantillonnage. Ceci pourrait étre du a I'introduction de nouveaux
veaux porteurs sains et/ou par une augmentation de l'excrétion des (AE)-STEC et EPEC dans les féces
de jeunes veaux ou d’adultes suite a un certain stress. La propagation d'un sérotype (AE-)STEC ou
EPEC au sein d'une exploitation a été observée dés qu'un veau devient un sujet contaminant et que 1’age
et le nombre de sujets augmentent (Browne et al., 2018). Une derniére hypothése serait 1'apparition de
diarrhées associées aux EPEC ou aux AE-STEC chez certains de ces jeunes veaux. Cependant, cette
derniére supposition a une treés faible probabilité puisqu’un seul des 11 veaux diarrhéiques
¢chantillonnés excrétait des EPEC et aucun des (AE-)STEC.

Outre I’étude de la prévalence, un autre objectif de cette étude était de suivre la persistance des différents
virulotypes et sérotypes chez les mémes veaux. Les résultats confirment non seulement qu'un veau non
contaminant peut le devenir quelques semaines plus tard, probablement aprés avoir été contaminé par
un autre veau mais peut-&tre aussi par le fait que les EPEC, les AE-STEC et les STEC appartennant a
différents virulotypes et sérotypes peuvent étre excrétés a différents moments par un méme veau,
illustrant ainsi la possibilité¢ d'événements de contamination multiples. Ces résultats sont similaires a
ceux obtenus par Rice et collaborateurs (Rice et al., 2003) qui ont pu différencier les bovins colonisés
par E. coli O157:H7 de ceux qui l'excrétaient de manicre transitoire. Par conséquent, il est recommandé
de procéder a plus d'un échantillonnage sur une période de plusieurs semaines lors de la réalisation d'une

¢tude, quelle que soit 1’exploitation.

Les AE-STEC contiennent des geénes stx différents mais avec une prédominance pour le géne stx2d
souvent déja retrouvé dans des souches E. coli O157:H7. Les associations privilégiées entre sérotypes

et génes stx sont assez souvent observées mais peuvent changer au cours du temps.
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En effet, il est connu que les AE-STEC O26:H11 ont pendant longtemps été associées au gene stx/ (Ishii
et al., 2005). Cependant, le géne stx2 est de plus en plus retrouvé au niveau des souches d’E. coli comme
les souches 026 qui sont de plus en plus détectées dans le monde, provoquant des SHU (Bielaszewska
et al., 2013). Plusieurs hypothéses pourraient expliquer cela comme le fait que la production de Stx par
les STEC peut étre considérablement augmentée par certains agents antimicrobiens et endommageant
d'ADN, tels que la ciprofloxacine et la mitomycine C, respectivement (Scheutz et al., 2016). Il a
¢galement été constaté que la production de Stx était stimulée par les neutrophiles et la norépinéphrine
dans le tractus gastro-intestinal, ce qui indique que l'inductibilité de la toxine de Shiga joue un role dans
la pathogenése in vivo (Dowd et al., 2007). Des différences dans la composition de la séquence
nucléotidique d’un certain nombre de bactériophages portant le géne codant pour Stx2 pourrait avoir
une influence par rapport a la spécificité a 'hote bactérien et sur la production des toxines (Schimizu et
al., 2009 ; Sato et al., 2003).

Bien que de nombreux prophages Stx aient été étudiés et se soient révélés étre 1'un des éléments clés de
diverses séquences génomiques de souches STEC, nous savons peu de choses sur la caractérisation
génomique des phages induits a partir de souches STEC (Plunkett et al., 1999 ; Smith et al., 2012 ;
Grande et al., 2014 ; Duan et al., 2018). Divers prophages sont présents dans les génomes bactériens
contenant certains genes critiques associés a la pathogenese bactérienne et sont considérés comme des
¢léments génétiques mobiles qui jouent des roles importants dans 1'évolution bactérienne (Castillo et al.,
2018). Les prophages Stx intégrés dans les génomes bactériens sont fortement liés a la pathogénicité
humaine des souches STEC, entrainant un SHU avec de graves complications apres 1'infection (Kriiger
et Lucchesi, 2015). En raison de l'avancement de la technologie de séquengage du génome entier,
plusieurs études ont révélé les preuves génomiques indiquant que l'acquisition de prophages Stx
supplémentaires contribue a la pathogénicité accrue de nombreuses souches STEC associ¢es a des
¢pidémies (Quirds et Muniesa, 2017 ; Bai et al., 2019). Des études antérieures ont confirmé que les
phages Stx, en tant que phages libres provenant de souches STEC par induction, présentaient un risque
d'infecter des souches d'E. coli sensibles et de transférer des genes stx pour former de nouveaux
lysogénes (Muniesa et al., 2004 ; Smith et al., 2012 ; Zhang et al., 2020). Par conséquent, 1'é¢tude des
phages induits, tels que les phages permettant le transfert de génes stx, est importante pour comprendre
la pathogénicité bactérienne médiée par les phages et 1'émergence de nouvelles bactéries pathogénes
STEC qui jouent des roles importants dans I’évolution bactérienne (Castillo et al., 2018). Il est important
de noter que les souches STEC produisant différents sous-types de Stx2 peuvent &tre associées a
différents réservoirs animaux. Les souches d'E. coli produisant Stx2a, Stx2c¢ et Stx2d, sont
principalement isolées du réservoir bovin (Dehdashti et al., 2019). En général, il est concevable que les
souches STEC produisant des sous-types Stx2 distincts aient acquis des avantages facilitant leur survie
dans le réservoir spécifique. Dans cette étude, un phage Stx2d induit a partir d’une souche d'E. coli
080:H2 a été soumis a un séquengage du génome entier et a une caractérisation génomique pour mieux

comprendre le role de ce phage Stx2d dans la pathogénicité et dans 1’évolution de ces souches. Le choix
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de restreindre cette étude au phage codant pour Stx2 est di a I'observation que ce type de toxine est
associ¢e aux formes les plus séveres des infections chez I'homme (SHU) (Kriiger et Lucchesi 2015).
Une comparaison des génomes a montré que les EPEC bovines O80:H2 sont proches des STEC
humaines O80:H2 mais ne renferment ni les geénes stx, ni les phages Stx (données non publiées). 11 est
donc possible que les souches EPEC bovines soient des souches AE-STEC ayant perdu les phages STX
et les génes stx ou bien représentent des précurseurs de souches AE-STEC qui acquéreront les phages
STX et les génes stx dans le futur. Par conséquent, la troisiéme étude a porté sur 1’étude de trois phages
tempérés qui ont été induits et isolés de trois souches STEC bovine O80:H2 par rayonnement UV. La
capacité des phages Stx2d a infecter une gamme de souches hotes (O18:K1, K12-MG1655, K12-DH5a,
080:H26, O80:H2 et ’ATCC25922) a été analysée et quatre de ces six souches hétes : K12-MG1655,
K12-DH5a, O80:H26 et O80:H2 ont formé des plages de lyse. Le géne de la toxine de Shiga médié par
le phage Stx2d a été transduit dans ces trois souches non-STEC. Ces transferts ont été confirmés par une
PCR ciblant le géne stx2d. Un de ces phages (vB_EcoS ULI-O80 Stx2d) était stable dans les nouvelles
souches STEC apres trois repiquages successifs et présentait des résistances a température modérée
(45°C) et a des conditions étendues de pH (pH2 a pHS).

Les souches STEC O80:H2 portant le gene de la toxine de Shiga stx2d médié par le phage pouvaient
transduire la souche EPEC O80:H26 et des souches non-pathogenes telles que K12-MH1655 et K12-
DH5a, les convertissant en lysogenes stables. Cette transduction n’a par contre pas été concluante avec
le sérotype EPEC O80:H2. Cette souche O80:H2 étant une souche sauvage peut développer un certain
nombre de mécanismes de résistance pour contrecarrer I’action des bactériophages comme (1) des
vésicules appelées « Outer Membrane Vesicles » (OMVs) qui permettent de détourner 1’action des
bactériophages (Grenier et al., 1995). Ces vésicules qui sont formées apres la lyse de la bactérie par
assemblage de certaines parties de la membrane décomposée vont agir comme leurre contre les
bactériophages (Chattopadhyay et Jagannadham, 2015) (2) une altération du récepteur spécifique de la
bactérie inhibant 1’adsorption du phage (Seed, 2015) (3) des systémes de surproduction de
polysaccharides capsulaires ou d’immunoglobulines protéiques de la paroi cellulaire empéchent 1'entrée
de I'ADN phagique dans la cellule hote, conférant ainsi une immunité bactérienne contre les phages
surinfectants (Kim et al., 2015) (4) un systeme de défense inné impliquant 2 enzymes qui vont soit
méthyler ou cliver d’ADN (Labrie et al., 2010) (5) des répétitions palindromiques courtes réguliérement
espacées (CRISPR) et les génes associés aux CRISPR (cas ) qui sont de nouveaux sujets fascinants. Les
systéemes CRISPR-Cas bactériens confeérent une immunité contre I'entrée d'ADN étranger tel que les
génomes de phages (Egido et al., 2022).

A l'inverse, les STEC O80 peuvent perdre des geénes stx a des fréquences appréciables, redevenant ainsi
EPEC. En effet, les souches transduites avec les deux autres phages induits des souches STEC O80:H2
ont perdu le phage Stx2d apreés deux repiquages successifs. Les STEC/EPEC O80 représentent un

systéme dynamique dans lequel la conversion bidirectionnelle produit des pathotypes différents ;
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les bactériophages possédant les genes codant pour les geénes stx sont les principaux éléments facilitant
cette conversion. La capacité des souches STEC O80 a provoquer le SHU indique que ces organismes
sont plus virulents que les souches EPEC dépourvues du géne stx. Si cela est vrai, une modification du
pathotype de la souche infectante E. coli O80 au cours d'une infection par la perte ou l'acquisition d'un
gene codant pour la toxine Stx pourrait avoir des implications cliniques. Par exemple, en utilisant le
paradigme selon lequel la toxine Stx provoque le SHU, la perte d'un géne stx au début de l'infection,
avant que la Stx ne soit produite, pourrait empécher le développement du SHU chez le patient infecté.

Il est bien connu que la capacité des bactéries productrices de Stx a provoquer des maladies graves chez
I'homme est étroitement liée a la production des toxines Stx. La présence de plusieurs copies du gene
stx chez le méme hoéte peut conduire a la production d'une plus grande quantité de Stx lors de la lyse, ce
qui entraine une pathologie grave. Il est donc nécessaire d’étudier la capacité des nouvelles souches
lysogénes a produire les toxines Stx par ELISA et Western Blot afin de savoir si la quantité de toxines

produites peut varier selon I’hote comme observé par Khalil et ses collaborateurs (Khalil et al., 2016).

Concernant les analyses génomiques et la caractérisation du phage vB_EcoS ULI-O80 Stx2d, son
ADN a été extrait puis son génome a été séquencé. Ce phage fait partie de la classe des Caudoviricetes
et d’une famille et genre actuellement non identifiés. Le phage le plus proche du phage vB_EcoS ULI-
080 Stx2d est le phage Stx2 112808 (LC567830.1, 88% couverture, 98,03% séquence d’identité) et
partage >95% d’identité avec sept autres phages. Les deux phages vB EcoS ULI-O80 Stx2d et
Stx2 112808 ont été comparé et cette comparaison montre une forte homologie au niveau des protéines
de structure, de lyse, de métabolisme mais également au niveau des protéines intervenant dans la
lysogénie. Il serait intéressant de réaliser une comparaison génomique d’une collection variée de phages
Stx2d permettant ainsi de mieux en comprendre leur épidémiologie dans les différents sérotypes de
souches STEC dont O80. D’autres résultats concernant la caractérisation du phage ont montré que le
phage vB_EcoS_ULI-O80_ Stx2d peut résister a des conditions modérées de température et de pH ce

qui peut-€tre intéressant en terme de survie dans certains environnements spécifiques.

La détection d'homologie et la prédiction de structure par 'analyse HMM-HMM HHpred (Zimmerman
et al., 2017) a révélé des protéines associées au cycle lysogénique comme une intégrase, une excosiniase
et plusieurs protéines répresseur CI, CII et un antirépresseur. Le géne de l'intégrase joue un role
important dans le cycle lysogéne du phage tempéré (Balding et al., 2005). L'intégrase du phage est une
enzyme associée a l'intégration du génome du phage dans les chromosomes bactériens au niveau de
certains sites d'attachement (attP et attB) par un processus de recombinaison spécifique au site (Groth
et Calos., 2004 ; Colavecchio et al., 2017). Les résultats de cette étude ont montré que le prophage Stx2d
¢tait intégré dans le site yecE du génome bactérien des trois souches transduites comme déja décrit dans
Nyambe et al., 2017 dont la fonction reste inconnue (Recktenwald et al., 2002). Une étude indique que

la diversité génétique des génes codant pour l'intégrase parmi les différents prophages Stx est liée aux
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différents sites d'insertion de ces prophages dans le chromosome bactérien (Smith et al., 2007b). Dans
le futur, il serait intéressant de transduire différents phages provenant de souches STEC O80:H2 dans
ces mémes souches hotes afin de connaitre le lien entre les génes codants pour I’intégrase des différents
prophages et le site d’insertion au niveau de ces bactéries.

Le phage Stx2d contient trois ARNt (deux ARNt-Arg et un ARNt-Met). Des études antérieures ont
indiqué que les ARNt dans le génome des phages pourraient compenser les différences dans I'utilisation
des codons et/ou des acides aminés entre les virus et les hotes pour favoriser une synthese efficace des
protéines (Bailly-Bechet et al., 2007 ; Morgado et Vicente, 2019). Ainsi, les ARNt portés par les phages
lysogeénes présenteraient probablement un biais d'utilisation des codons proche de celui des hotes,
contribuant a la synthése des protéines des prophages et a l'acquisition de caractéristiques des hotes
(Bailly-Bechet et al., 2007). La présence de génes régulateurs comme le répresseur CI et I’antirépresseur
dans les phages a été fortement associée a la régulation du processus d'induction des prophages Stx,
déclenchant un cycle lytique des prophages pour lyser I'hote bactérien et libérer les phages induits dans
I'environnement (Smith et al, 2012 ; Steyert et al., 2012 ; Kriiger et Lucchesi, 2015). L excisionase Xis,
si produite en quantité suffisante, va entrainer 1’excision du phage du génome de 1’h6te en se liant aux
sites X1 et X2 en pliant ’ADN de maniére significative et en recrutant I’intégrase codée par le phage
au site P2. Le géne nanS-p présent dans la région Stx comme déja observé (Zuppi et al., 2020) est
I'homologue du géne bactérien nansS, qui code pour une estérase impliquée dans la métabolisation des
acides sialiques produits par les glandes sous-maxillaires des bovins et présents en grande quantité dans
leur tractus gastro-intestinal (Saile et al., 2018). Saile et al. ont suggéré que l'activité de 1'estérase NanS
supplémentaire pourrait fournir un avantage évolutif a la bactérie en facilitant l'utilisation des acides
sialiques comme source d'ATP. Par conséquent, ce géne pourrait favoriser la colonisation du réservoir
bovin par la dégradation et 'utilisation des acides sialiques de la mucine sous-maxillaire bovine. Les
genes nanS-p pourraient également provoquer, comme effet secondaire, une colonisation améliorée du
tractus gastro-intestinal humain (Saile et al., 2018), facilitant I'apparition des formes les plus sévéres des

infections chez les humains.

Bien que I’on connaisse peu de choses sur les facteurs qui influencent la transduction des phages in vivo,
le stress bactérien et l'induction de la réponse SOS pourraient faciliter le déplacement des phages,
comme cela a déja été observé in vitro (Khalil et al., 2016 ; cette étude). Les expériences in vivo dans
les larves de Galleria mellonella ont montré que les souches transduites provoquaient des taux de
mortalité significativement plus élevés que les souches non transduites respectives montrant que c’est
le géne stx2d qui code pour la toxine de Shiga qui est en partie responsable de la virulence. La différence
est moins flagrante entre les deux souches O80 car la souche E. coli O80:H26 posséde des facteurs de
virulence comme ’intimine (eae), 1’entérohémolysine (4ly) et des génes présents sur le pS88 (iron, iss,
iha).
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Dans le futur, il serait intéressant de tester le transfert du géne médié par le phage Stx2d en injectant les
souches EPEC et AE-STEC telles quelles dans les larves de G. mellonella mais également de tester le
transfert de ce phage entre souches de sérotypes différents comme d’autres sérotypes non-classiques
0123/186, 0156, 0177 et O182 ¢étudiés en annexe. Aussi, afin de confirmer que les larves de G.
mellonella sont bien mortes par toxicité due a la toxine produite par la bactérie et non par septicémie
due a la multiplication de la bactérie, il serait nécessaire par la suite, de réaliser une titration des bactéries

provenant de chaque groupe de larves afin d’en connaitre leur concentration.

Malgré que leur systéme immunitaire présente certaines similarités a celui des humains, les larves de G.
mellonella représentent un modele assez préliminaire, le passage a des modeles mammiferes tel que la
souris permettrait d’approfondir les résultats obtenus dans ce modéle pour ensuite passer aux bovins.

La capacité des phages codant pour les genes stx provenant d'isolats cliniques d'AE-STEC 026 et 0157
a transduire les souches de laboratoire K-12 d'E. coli, des E. coli commensaux et des EPEC de diverses
origines dans le tractus gastro-intestinal a été démontrée in vivo chez les souris (Zhang et al., 2000), les
moutons (Cornick et al., 2006) et les mouches domestiques (Musca domestica) (Petridis et al. 2006) et
dans des boucles iléales ligaturées de porc (Toth et al., 2003). Ces résultats confirment I'hypothése selon
laquelle une interconversion entre les EPEC et AE-STEC 026 peut se produire dans l'intestin humain
au cours d'une infection. Cependant, les conditions favorisant le transfert ou la perte lysogénique in vivo

sont mal connues (Toth et al., 2003 ; Zhang et al., 2000) et nécessitent des études supplémentaires.

Pour conclure, cette étude a permis de montrer que les EPEC et les AE-STEC O80:H2 sont présents
chez les veaux diarréhiques et présentent une relation génétique étroite avec les souches humaines du
méme sérotype. Ce dernier est cependant absent chez les veaux sains, mais il est nécessaire de controler
cette absence en vérifiant la prévalence de ce sérotype dans d’autres abattoirs. Ces veaux sains peuvent
par contre étre porteurs sains d’AE-STEC et d’EPEC et donc pourraient étre responsable de
contamination humaine. La transduction du géne stx2d médiée par le phage Stx2d a donné des débuts
de réponse concernant 1’évolution des EPEC et des AE-STEC O80:H2. En effet, le géne stx2d peut-Etre
transduit a d’autres souches non-STEC, ceci permet de confimer qu’une souche non pathogéne peut le
devenir facilement suite a I’induction d’un bactériophage par un stress environnemental tel que les UV.
Ce résultat rejoint ’hypotheése émise dans 1’analyse phylogénétique de la premiere étude ou les EPEC
080:H2 peuvent devenir AE-STEC par acquisition du phage Stx et donc du géne stx. De plus, cette
¢tude a montré que les souches nouvellement transduites sont significativement plus virulentes que les

souches non transduites, ce qui suggere le role important du phage Stx2d dans la pathogénicité.

L’émergence du sérotype O80:H2 est a surveiller car la contamination des STEC O80:H2 due a des

événements de transduction du phage Stx pourrait malheureusement devenir un phénoméne courant et
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des infections médiées par les STEC et sur le développement de nouvelles approches thérapeutiques
(Martinez-Castillo et Muniesa, 2014). Malgré les importantes améliorations apportées a la
compréhension du mécanisme d’infection des STEC, il n’existe actuellement aucune prise en charge
explicite et efficace. Un nouveau concept pour le controle de I’infection aux STEC a été étudié grace a
des données in vivo et in vitro et des essais cliniques chez ’homme qui ont permis de déterminer
I’efficacité d’un traitement symbiotique (probiotique + prébiotique). Une méthodologie simple,
¢conomique et fiable a également été déterminée pour comprendre et différencier le mécanisme des
infections aux STEC et non-STEC (Hwang et al., 2021). Des études récentes ont également utilisé des
cribles génomiques médiés par CRISPR-Cas9 pour identifier les facteurs de la cellule hote nécessaire a
I’action des Stx. La compréhension moléculaire de la biosyntheése de Gb3 a fourni de nouvelles cibles
pour le développement d’inhibiteurs capables de protéger les cellules contre les toxines Stx. Il est
intéressant de noter que la protéine thérapeutique a base de toxines Stx est entrée en phase d’essais
cliniques, ce qui ouvrira la voie a des applications biomédicales plus larges des outils et des

thérapeutiques a base de toxines (Liu et al., 2021).

Malgre les énormes progres réalisés dans les études sur divers aspects des STEC et des phages Stx, il
semble que nous soyons encore loin de comprendre les détails de leur diversité, de leur évolution, de
leur distribution et des mécanismes moléculaires de leur fonctionnement. La gestion efficace des
maladies causées par les STEC nécessite une compréhension détaillée des mécanismes de pathogénicité
et de I'épidémiologie, ainsi que le développement de méthodes de diagnostic rapides et précises (Paletta

et al., 2020).
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Préambule

Les Escherichia coli entéropathogenes (EPEC) des bovins ont regu peu d'attention, bien que plusieurs
appartiennent aux sérotypes O les plus notoires d'AE-STEC, comme O26:HI1 responsable de
nombreuses infections chez les bovins et les humains. Néanmoins, les sérotypes O et les virulotypes de
la grande majorité des EPEC bovines restent non identifiés. Cette étude a recherché 5 sérotypes O non
classiques (0123/186, 0156, 0177, O182 et O183) par PCR parmi trois collections d'EPEC bovines,
une de jeunes veaux diarrhéiques, une de jeunes veaux sains dans des fermes laitiéres et une de bovins
sains a 'abattoir. Les virulotypes obtenus par séquengage du génome entier de plusieurs EPEC bovines
0156, O177 et O182 étaient étroitement apparentés aux virulotypes de 10 AE-STEC bovines et
humaines du méme sérotype. Ces résultats ont permis d'identifier de nouveaux sérotypes O:H d'EPEC
chez les bovins et de spéculer sur leur évolution vers des ou leur origine a partir d'AE-STEC par

acquisition ou perte de phages Stx.
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Simple Summary: Enteropathogenic Escherichia coli (EPEC) from cattle receive little attention, al-
though some belong to the most notorious O serotypes of attaching/effacing Shigatoxigenic Es-
cherichia coli (AE-STEC) responsible for the uremic and hemolytic syndrome in humans, such as
0O26. Nevertheless, the O serotypes and virulotypes of the large majority of bovine EPEC remain
unidentified. This study aimed to identify five non-classical O serotypes (0123/186, 0156, 0177,
0182, and O183) by a polymerase chain reaction (PCR) among three collections of bovine EPEC
from young diarrheic calves, healthy cattle at slaughterhouses, and healthy calves in dairy farms.
The virulotypes and sequence types (STs) obtained after the whole genome sequencing of several
0156, 0177, and 0182 bovine EPEC were closely related or identical to the virulotypes and STs of ten
bovine and the human AE-STEC of the same O:H serotype. This study allows us to identify more
EPEC O serotypes from cattle and to speculate on their evolution.

Abstract: Enteropathogenic Escherichia coli (EPEC) produce attaching/effacing (AE) lesions and cause
non-bloody diarrhea in mammals. A minority of bovine EPEC belong to one of the ten classical
serotypes of human and bovine AE-STEC. The purpose of this study was to identify five non-classical
O serotypes (0123/186, 0156, 0177, 0182, and O183) among bovine EPEC and to characterize their
virulence repertoires by whole genome sequencing. Around 40% of the 307 EPEC from 307 diarrheic
calves, 368 EPEC from 47 healthy cattle, and 131 EPEC from 36 healthy calves in dairy farms were
analyzed. Serotype O177 was the most frequent among EPEC from diarrheic and healthy calves,
while the O156 was the most frequent in healthy cattle. The genomic analysis identified different H
serotypes, MLSTypes, and/or eae gene subtypes among the O156 and O177 EPEC, while the 0182
was homogeneous. The virulence gene profiles of bovine EPEC were closely related to each other and
to the profiles of ten bovine and human AE-STEC. These results emphasize the need for additional
studies to identify more O:H serotypes of bovine EPEC and to elucidate their origin and evolution of
EPEC with regard to AE-STEC belonging to the same O:H serotypes.

Keywords: Escherichia coli; EPEC; AE-STEC; diarrheic calves; healthy cattle; healthy calves
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1. Introduction

Enteropathogenic Escherichia coli (EPEC) are responsible for non-bloody diarrhea in
humans and several animal species. They produce “Attaching/Effacing” (AE) histological
lesions and harbor a pathogenicity island (the Locus of Enterocyte Effacement, or LEE), car-
rying genes coding for a type-3-secretion-system (T3SS), different type-3-secreted-effectors
(T3SE), and the intimin adhesin (eae). EPEC are subdivided into “typical (t) EPEC,” pro-
ducing the “Bundle Forming Pili” (BFP), type 4 fimbriae, and “atypical (a) EPEC” not
producing the BFP. tEPEC are associated with humans, while aEPEC are isolated from
humans and from different animal species, including young diarrheic calves and healthy
cattle [1,2].

Enterohemorrhagic Escherichia coli (EHEC) are also important human pathogens re-
sponsible for hemorrhagic colitis (HC) and haemolytic uraemic syndrome (HUS). Since
EHEC produce both AE lesions and Shiga toxins (Stx) and harbor the eae gene and one
or more stx genes located on lambdoid phages (Stx phages) [2], they will be called “At-
taching/Effacing Shigatoxigenic E. coli” (AE-STEC) in this manuscript [3]. The most fre-
quent and pathogenic human AE-STEC belong to the “gang of seven” serotypes (O26:H11,
0103:H2, O111:H-, 0121:H9, O145:H-, O157:H7, and O165:H25), while the majority of AE-
STEC isolated from diarrheic calves belong to a few serotypes (O5:H-, 026:H11, 0103:H2,
O111:H-, and O118:H16) [1-4].

EPEC can belong to host-specific (such as O127 in humans or O15 in rabbits) or to
host-non-specific serotypes, including the “gang-of-seven” serotypes, such as 026:H11 and
O111:H- in calves [1,2]. However, bovine EPEC have received little attention compared to
bovine and human AE-STEC, and the serotypes of the majority of bovine EPEC remain
unidentified. Following genetic serotyping results of a dozen of unidentified AE-STEC and
EPEC from diarrheic calves [4], six new serotypes were identified: O80, 0123/186, 0156,
0177, 0182, and 0183 (Iguchi and Mainil, unpublished).

Studies on the O80 serotype have been published elsewhere [5]. The purpose of this
study was, therefore, to (i) identify the other five new O serotypes amongst EPEC isolated
from diarrheic calves, healthy calves, and healthy adult cattle; (ii) genetically compare these
bovine EPEC with human and bovine AE-STEC belonging to the same serotypes.

2. Material and Methods
2.1. Previous Studies

The EPEC, from healthy cattle and calves, but not all from diarrheic calves, had already
been tested with all PCRs for the “gang of seven” and three other O serotypes (05, O80,
and O118) [4,6,7], the ten most frequent and pathogenic STEC serogroups in humans and
animals [8,9]. Therefore, a new list of priority serotypes of human and calf AE-STEC is
proposed in this paper: the “gang of ten” (O5:H-, O26:H11, O80:H2, O103:H2, O111:H-,
0O118:H16, 0121:H19, O145:H-, O157:H7, and O165:H25).

2.2. Escherichia coli Collections

EPEC, AE-STEC, and STEC were identified by a PCR for the eae, stx1, and stx2 genes
amongst 3 collections of Escherichia coli isolated from 307 diarrheic calves between 2009
and 2018 [4], from 368 healthy cattle at slaughterhouses between 2014 and 2015 [6], and
from 131 healthy calves in dairy farms between June and October 2018 [10,11]. The strains
from diarrheic calves were isolated from feces or intestinal contents of diarrheic and/or
septicemic calves following the routine diagnostic procedure at ARSIA (Regional Agency
for Animal Health and Identification), as reported elsewhere [4]. The other strains were
isolated from intestinal samples of healthy cattle [6] and by the recto-anal mucosal swabbing
of healthy calves [7].

2.3. Genomic O Serotyping

The first step was, therefore, to complete the PCR for the “gang of ten” O serotypes
for the strains isolated from diarrheic calves. The “gang of ten” negative EPEC were
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subsequently tested with a PCR for the newly identified O serotypes (0123/186, which
cannot be differentiated by the PCR), 0156, 0177, 0182, and O183), according to the
published O serotype PCR scheme [8].

All O serotyping PCRs were carried out in a 25 pL volume containing a 1 x FastGene
Optima HotStart Ready Mix (Nippon Genetics Europe, Diiren, Deutschland), primers
(final concentration 10 uM, Eurogentec) (Table 1), and a 1 pL template DNA. The PCR
was performed with the following amplification program: initial denaturation at 94 °C for
1 min followed by 35 cycles of denaturation at 94 °C for 30 s, then annealing at 58 °C for
30 s, extension at 72 °C for 1 min, and final extension at 72 °C for 2 min [7].

Table 1. Primers used for the different PCRs.

Amplicon Size

Gene Primer Sequence 5'-3' (bp) Reference

0123/186 0123/186-F TTTCAACAGGTTCGAATGCC 362 [8]
0123/186-R  CCCACCAATACCACTGGAATA

0156 0O156-F GGAAAATGGAACATTTAGCGG 236 [8]
0156-R TCGGAGTGCCAACCAAAATA

0177 0177-F CCGATACACCGGATGGATTAT 427 [8]
0177-R AAGCCAGTACCCAGAACAGGA

0182 O182-F CGGTGATGGTTCTATTCTTGG 502 [8]
0O182-R TGCTTGCACCAACTGTGTTA

0183 O183-F CGTGGTAACCAATTTCGCAA 666 [8]
O183-R GGGAATAACGAACGGTTTACA

2.4. Whole Genome Sequencing

Genomic DNA was extracted (DNeasy® Blood & Tissue kit, Qiagen, Venlo, Belgium)
after overnight growth on Luria-Bertani (LB) agar plates from a single colony of different
EPEC that tested positive for one of the newly identified O serotypes. The genomes of
6 bovine AE-STEC (5 from diarrheic calves and 1 from healthy cattle) and of 4 human
AE-STEC (from the National Reference Center for STEC) belonging to the newly identified
O serotypes were also sequenced for comparison.

Genomic libraries were prepared according to the Nextera XT kit (Illumina) and
sequenced on an Illumina Novaseq 6000 (ANSES, Unité génétique virale et Biosécurité,
Ploufragan, France) with an SP flowcell and a Reagent Kit v1.5 Kit (300 cycles). The length
of the raw read was 151. The raw read sequences were assembled into scaffolds using
the SPADes and Shovill genome assembler version 3.13.0 [12]. The genomic sequences
are available via the Bioproject PRINA607625 and the GenBank accession numbers (see
Supplementary Table Sla—c)

The O:H serotype encoding genes and different LEE-located and non-LEE-located
virulence-associated genes were identified in the sequenced isolates using two databases
of the Centre of Genomic Epidemiology (CGE) tools (www.genomicepidemiology.org,
accessed on 1 November 2021): SerotypeFinder 2.0 [13] and VirulenceFinder 2.0 [14].
The virulence genes were compared with Patric and Victors software [15]. The scaffolds
of each isolate were tested with these tools with an identity threshold of 90% and a
minimum length of 60%. The eae subtypes were detected with MyDb Finder 2.0 (see
Supplementary Table S2) [16].

2.5. Phylogenetic Tree

The seven housekeeping genes (adk, fumC, icd, gyrB, mdh, purA, and recA) present
in the sequenced strains were identified using the MLST Server 2.0 database [17], also
available via the Centre for Genomic Epidemiology (CGE) website. In order to study the
phylogenetic relationship of the sequenced E. coli strains, the concatenated sequences of the
7 genes were aligned with the sequences of related reference genes from GenBank [4], main-
taining a length of 3424 nucleotides using Muscle in MEGA11 software. The phylogenetic
relationships of all sequences were analysed with MEGA11 software using the Maximum

131



Annexe

Vet. Sci. 2022, 9, 492 4of11

Likelihood method based on the Tamura—Nei model [18]. The statistical confidence for the
tree was set by a bootstrap of 1000 replicates.

3. Results
3.1. Genomic O Serotyping

The “gang of ten” negative EPEC present in the three collections were subsequently
tested by applying one triplex PCR for the 0123 /186, 0156, and O177 serotypes and one du-
plex PCR for the O182 and O183 serotypes: 22% of EPEC isolated from the diarrheic calves,
22% of EPEC isolated from the healthy cattle, and 13% of EPEC isolated from the healthy
calves tested positive. Serotypes O123/186, O177 (the most frequent), and O182 were
detected amongst EPEC from the diarrheic calves and healthy calves compared to serotypes
0156 (the most frequent), 0177, and O182 amongst EPEC from the healthy cattle. No EPEC
was positive with the PCR for the O183 serotype (see Supplementary Table S3a—c).

3.2. Identification of O:H Serotypes, MLSTypes, and Eae Gene Subtypes by WGS

Whole Genome Sequencing (WGS) was performed on thirty-four bovine EPEC and
ten bovine or human AE-STEC for comparison. It included thirteen 0156 (from the healthy
cattle) along with two human and bovine AE-STEC, fifteen O177 (ten from the diarrheic
calves, one from the healthy cattle, and four from the healthy calves) along with four human
and bovine AE-STEC, six O182 (two from the diarrheic calves, two from the healthy cattle,
and two from the healthy calves) along with four bovine and human AE-STEC.

Ten of the thirteen O156 EPEC, together with the two bovine and human AE-STEC,
belonged to the O156:H25 serotype and carried the eze{ gene subtype. However, the bovine
EPEC and AE-STEC belonged to ST300 and the human AE-STEC to ST4942. The remaining
three EPEC from the healthy cattle belonged to the O156:H8 serotype and ST327 and
harbored the eaef gene subtype (see Supplementary Table Sla).

Thirteen of the fifteen O177 EPEC belonged to the O177:H11 serotype and ST765,
similarly to two bovine AE-STEC. The remaining two EPEC from the diarrheic calves
belonged to the O177:H11 serotype and ST29 and to the O177:H25 serotype and ST342,
like the human and the third bovine AE-STEC, respectively. Nevertheless, all 19 eae genes
identified belonged to the eaef gene subtype (see Supplementary Table S1b).

All six 0182 EPEC and four bovine and human AE-STEC belonged to the O182:H25
serotype and ST300 and carried the eaef gene subtype (see Supplementary Table Slc).

3.3. Identification of Virulotypes by WGS

Using VirulenceFinder 2.0 with an identity threshold of 90% and a minimum length
of 60%, different LEE-located T3SS- and T3SE-encoding genes, non-LEE-located T3SE-
encoding genes, and genes coding for other virulence-associated factors were detected
(Table 2).

Four LEE-located (espA/espB/espF/tir/espP) and four non-LEE-located genes (1nleA/B/C/esp])
were detected in all or most of the EPEC. Conversely, the cif /espl genes were detected in all
0177:H11/ST765 and in some O177:H11/ST29 and O177:H25/ST342 EPEC. The cif and
espl genes were also detected in the three O156:H8/ST327 EPEC.

Similarly, different genes coding for other virulence-associated factors were detected
in all of the EPEC, such as gad, IpfA, and ehxA, while other genes were associated with one
or two serotypes, such as etpD with the O182:H25 and O156:H25 serotypes. Three genes
(katP, iha, and celb) were detected in only a few of the EPEC (Table 2). The BFP type 4
fimbriae-encoding genes were not detected in any sequenced EPEC. The bovine and human
AE-STEC had gene profiles identical or very similar to the gene profiles of the bovine EPEC
belonging to the same serotype/ST, regardless of the stx subtype (Table 2).
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Table 2. Comparison of the type 3 secretion system (T3SS)-, type 3-secreted effector (T3SE)-encoding genes and other virulence-associated-encoding genes identified
by WGS in the bovine EPEC and bovine and human AE-STEC belonging to the 0156, 0177, and 0182 O serotypes.

LEE-Located T3SS- and Non-LEE-Encoded
O:H Serotype MLST Host Virulotype T3SE-Encoding Genes: T3SE-Encoding Genes: Other Virulence Genes: Nr. +Ve Isolates
(Nr. Isolates) (Nr. Isolates) (Nr. Isolates) (Nr. Isolates) Nr. +Ve Isolates Nr. +Ve Isolates
espAlespFltirlespP espB nleA/B/Clesp]  cif espl gadllpfAlehxA  etpD iss/tccP efallastA  katPlihalcelB
0156:H8 (3) ST327 (3) HC (3) eacd (3) b 0to3 3° 0to3 3 0 3 0 0to3 0-1 0
0O156:H25 (12) ST300 (11) HC (11) eaef (10) ¢4 10 10° 10 0 0 10 10 6 0 0
eacg, stx2g (1) 4 1° 1 0 0 1 1 1 0 0
ST4942 (1) HU (1) eael, stxla (1) 1 1° 1 0 0 1 1 1 0-1 0
0177:H11 (17) ST765 (15) DC (8) eaep (8) 8 8 2t0 8 8 8 7 0 4t07 7 0-1
HC (1) eaep (1) 1 1 1 1 1 1 0 1 1 0
HCS (6) eaef, stxla (1) 1 1 1 1 1 1 0 1 1 0
eaef, stx2c (1), 1 0 1 1 0
stx2c (1) 1 1 1 1 1 4 0 4 4 0
ST29 (2) DC (1) caep (4) © 4 4 2to 4 4 4 1 0 0-1 1 0-1
HU (1) eaep (1) 1 1 1 1 0 1 0 1 1 0-1
eaef, stxla (1) 1 1 1 0 0
' eaep (1) 0-1 1 1 0 1 1 0 1 1 0
O177:H25 2) ST342(2) DC @) eaep, stx2c (1) 1 1 1 0 0 1 0 1 0 0
00182:H25 (10) ST300 (10) DC (4) eael (2) 2 2° 2 0 0 2 2 2 1 0
eaeC, stxla (2) 2 2° 2 0 0 2 2 2 0-2 0-1
HC (2) eaeq (2) 2 20 2 0 0 2 2 2 2 0
HCS (2) eael (2) f 2 20 0-2 0 0 2 1-2 2 1-2 0
HU (2) eae(, stxla (2) 2 2° 1-2 0 0 2 2 0-2 0 0

DC = diarrheic calf; HC = healthy cattle; HU = human; HCS = healthy calves. b Two of these three EPEC were isolated from a single animal. © Three of these eleven EPEC and the
AE-STEC were isolated from a single animal. 4 Four of these ten EPEC were isolated from another single animal. ¢ These 4 EPEC were isolated from 2 different animals. f These 2 EPEC
were isolated from 1 single animal. © Only detected by Patric/Victors.
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3.4. Comparison of Serotypes, ST, and Virulotypes of EPEC from Diarrheic Calves, Healthy Cattle,
and Healthy Calves

Differences between the three collections of EPEC were already present in the identified
serotypes (ST1, 3). For instance, the serotypes O177:H11/H25 were more frequent in EPEC
from calves that were either diarrheic or healthy than in healthy cattle, while the serotypes
0156:H8/H25 were only present in EPEC from healthy cattle.

Five STs (ST29, ST300, ST327, ST342, and ST765) were identified in the sequenced
EPEC (Figure 1): four in EPEC from the diarrheic calves (ST29, ST300, ST342, and ST765),
three in EPEC from the healthy cattle (ST300, ST327, and ST765) and two in EPEC from
the healthy calves (ST300 and ST765). ST342 and ST29 were only present in the diarrheic
calves, and ST327 was only present in the healthy cattle.
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Figure 1. MLST prevalence by virulotyping in EPEC; (a) healthy cattle, (b) diarrheic calves, and
(c) healthy calve strains.

Concerning the virulotyping, the EPEC from the diarrheic calves harbored the most
virulence genes (Figure 1). In the EPEC ST765 of serotype O177:H11 from the diarrheic
calves, healthy cattle, and healthy calves, not only all of the LEE-located T3SS- and T3SE-
encoding genes and different non-LEE-located T3SE-encoding genes were detected, but
also different other genes coding for virulence-associated factors, except the etpD gene
(Table 2). This etpD gene was detected only in EPEC ST300 of serotypes O156:H25 and
0182:H25 in the three collections. The efal/astA genes were preferentially associated with
EPEC O177:H11/ST765 and O182:H25/ST300, while the other genes (iss/tccP /katP /iha/celb)
were not associated with a serotype or STs or collection.

Finally, the eae gene subtypes were associated with some STs (eae¢ and ST300, for
instance) and to a lesser extent with the O:H (ezef and O177:H11/H25, for instance), but
with none of the three collections (ST1).

3.5. Phylogenetic Analysis

A phylogenetic tree was constructed based on the seven housekeeping genes (adk,
fumC, icd, gyrB, mdh, purA, and recA) of all the genome-sequenced 0156, 0177, and 0182
bovine and human EPEC and AE-STEC. Strains of different serogroups, laboratory strains,
or other bacterial strains were used to build the tree in order to know where the sequenced
strains were located.
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With very few exceptions, all bovine and human EPEC and AE-STEC belonging to
the same ST grouped together, while a second grouping basis was the H serotype. For
instance, the EPEC and AE-STEC belonging to ST 29 (serotypes O177:H11), ST765 (serotype
0177:H11), and ST327 (serotype O156:H8) were more closely related to each other than to
those belonging to ST300 (serotypes O156:H25 and O182:H25).

Exceptions were (Figure 2): (i) the three bovine O156:H8/ST327 EPEC that were
distantly related to the O156:H25/ST300 EPEC; (ii) the human AE-STEC O156:H25/ST4942
that grouped with all O182:H25/156:H25/ST300.

a0 . ST765
E
O111:H- str. 11128 ST21
026:H11 str. 11368 ST16
0177:H11 str. EH1636 ST29
o4 ST327
054:H38 str. 112 ST154

E. coli str. IAIL ST1128
0156:H25 str. Control ST480

E. coli str. BL21(DE3) ~ ST93
0116:H21 str. 1319 ST301
76]_|E. coli K12 str. MG1655
#10156:H4 str. Q16 023 ST10
"~ 0148:H28 str. B7A ST94
0104:H21 str. 94-3024 8T672
™ ;ﬁ; 0103:H2 str. 12009 ST17
0174:H21 str. 161 ST677
0182:H25 str. Control
0182:H25 str. EH2247
e ST300
0156:H25 str. EH2269 ST4942
- &
ST300
0182:H25 str. EH1782
ST342
| 0177:H11 str. Control
0177:H25 str. Q10 016 ST659
Shigella flexneri 2a str. 301 ST245
0145:H28 str. RM12761 ST6130
0157:H7 str. EDL933
#10157:H7 str. TW14588 ST11

01:K1:H7 str. APEC O1 ST95
—sv'_T:osz:m str. NRG 857C ST135
¥ ST15

0127:H6 str. E2348/69
E. alberto str. TW07627 ST383

Figure 2. Phylogenetic tree of concatenated MLST gene alleles (adk, fumC, icd, gyrB, mdh, purA, and
recA) extracted from the 0156, O177. and O182. healthy cattle, diarrheic calves, dairy
calves, and [l humans whose sequences of 3424 were compared to other strains based on [4,19].
The evolutionary history was inferred by using the Maximum Likelihood method based on the
Tamura—-Nei model and 1000 bootstrap replicates [18]. The percentage of trees in which the associated
taxa clustered together is shown next to the branches.
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4. Discussion

If the large majority of bovine and human AE-STEC belong to one of the “gang
of ten” O serotypes, this is not the case for the bovine EPEC, whose majority remain
unidentified [1,2]. Indeed, only 31% of EPEC from the diarrheic calves, 11% from the
healthy cattle at slaughterhouses, and 29% from the healthy calves in dairy farms are PCR
positive for one of the “gang of ten” O serotypes in Belgium (ST3) ([4,6,7,16] and this study).
The first purpose of this study was, therefore, to identify and compare, by PCR and WGS,
additional serotypes (0123/186, 0156, 0177, 0182, and O183) in these three collections of
bovine EPEC.

Of the “gang of ten” negative EPEC, 11%, 23%. and 17%, respectively, belong to one
of these serotypes (ST1, 3): serotypes O177:H11/H25 and O123/186 are (almost) exclu-
sively associated with EPEC from calves, whether diarrheic or healthy, while serotypes
0156:H8/H25 are exclusively present amongst EPEC from cattle at slaughterhouses. Con-
versely, serotype O182:H25 is present in EPEC of all three collections, and no EPEC tested
positive for the O183 serotype. Some of these “non-classical” serotypes have already been
detected, though infrequently, among human AE-STEC in Belgium [19] and abroad [20-23]
in association with diseases. In 2006, an infection caused by an AE-STEC O177 was de-
scribed in Canada in a child suffering from bloody diarrhea and HUS [21]. In 2018, in the
USA, three AE-STEC isolated from diarrheic calves belonged to the O177:H25 serotype
and harbored the stx2 gene [22]. In Germany, the serotype O156:H25 is present among
AE-STEC from humans with diarrhea [23].

From a clonality point of view, the STs are related to the serotypes of the EPEC,
especially to the H antigen (Figure 2), and not to their origins. They are also present in
bovine and/or human AE-STEC belonging to the same serotypes (ST1). The most frequent
STs are ST300 and ST765, exclusively associated with serotypes O156:H25 and O182:H25
and with serotype O177:H11, respectively. In a recent study, ST300 and ST765 have also
been detected in bovine AE-STEC strains belonging to serotypes O156:H25 and O182:H25
and to serotype O177:H11, respectively [24]. On the other hand, E. coli diarrheic strains,
ST300, are more rarely found in humans [25]. In these same studies, ST342 and ST327 were
identified among the bovine AE-STEC strains of serotypes O177:H25 and O156:H8, as were
the four bovine EPEC and AE-STEC in this work [24], and ST29 among human EPEC [26],
as is the case of one bovine EPEC and one human AE-STEC in this work (ST1).

The second purpose of this study was to compare the virulence-associated gene
repertoires of the genome-sequenced EPEC (Table 2) of the three collections belonging to
serotypes 0156, 0177, and O182. Three eae gene subtypes are present, but here, too, are
associated with the O:H serotype and not with the collections. They are also present in
bovine and/or human AE-STEC belonging to the same serotypes: eaef in the O156:H8
serotype, eaeC in the O156:H25 and O182:H25 serotypes, and eaep in the O177:H11/H25
serotypes. It is noteworthy that the eae gene subtype of O156 EPEC is linked to the H
serotype and ST, whereas this is not the case for O177 EPEC.

Several LEE-located and non-LEE-located T3SS- and T3SE-encoding genes and dif-
ferent other virulence-associated genes are present in all 34 EPEC whose genomes were
sequenced, some of which are ST-associated (Table 2a,b, Figure 1). Although the espB gene
is present in all the strains, this gene was not detected with the Virulence Finder in 25 strains
of the serotypes 0156:H8, O156:H25, and O182:H25 (Table 2a). Since different espB variants
can be present in EPEC and AE-STEC [26,27], we can hypothesize a lack of sensitivity of this
software to detect all variants. Strains isolated from diarrheic calves have more potential
virulence factors, such as katP/iha/celB, than those of the other two collections, suggesting
that these genes would intervene at the level of the disease. The question that arises is:
“is it a coincidence or did these strains emerge in these diarrheic calves as a result of a
predisposing cause?”. The iss gene, which is a plasmid-located gene, a.o. on the pS88 plas-
mid of the invasive neonatal meningitis-associated E. coli (NMEC), and avian pathogenic
E. coli (APEC) [28], is present in a large majority of the strains. However, the other pS88
plasmid-located genes were not detected, nor were other invasive-associated genes. The
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actual invasive capacity of these EPEC cannot be confirmed at this stage. Moreover, these
34 bovine EPEC are aEPEC since the BFP type 4 fimbriae-encoding genes were not detected.

With regard to the stx genes, the stxla gene is present in eight of the ten genome-
sequenced bovine and human AE-STEC of different serotypes: the stx2c gene in one
0177:H25 AE-STEC from a diarrheic calf and the stx2¢ in one bovine O156:H25 AE-STEC
from the healthy cattle (ST1). The stx2c and stx1a genes are frequently detected in AE-STEC
from cattle and humans, while the stx2g gene described in 2003 [29] is much rarer and
is more frequently associated with cattle (healthy adults and diarrheic calves) and the
environment than with humans [30-32].

Two questions need to be answered in the future: (i) Are the “non-gang of ten” EPEC
really pathogenic in calves and/or in humans? (ii) Are they derivatives or precursors of
AE-STEC? With regard to the former question, no or only a few data on these serotypes are
available in the literature [16,21-23] to the authors” knowledge, although some of them are
clearly associated with diarrhea in calves in this study, such as O177:H11 (ST3a and 1b). As
for the latter question, the 10 0156, 0177, and O182 bovine and human AE-STEC, whose
genomes were also sequenced, harbor identical to closely related virulence-associated gene
repertoires compared to bovine EPEC belonging to the same serotypes (ST1 and Table 2).
The presence of different stx genes in the 10 AE-STEC and the presence in a single animal
of O156:H25 EPEC and AE-STEC (Table 2a) are also noteworthy. In the future, it would
also be interesting to construct a phylogenetic tree based on the complete genomes, such
as a single nucleotide polymorphism (SNP) [7], including even more sequences present in
the Genbank.

5. Conclusions

Of the five newly identified serogroups, O177 was the most frequent among EPEC
from diarrheic and healthy calves, while 0156 was the most frequent in healthy cattle. The
genomic analysis identified different H serotypes, MLSTypes, and/or eae gene subtypes
among the 0156 and O177 EPEC, while the 0182 was homogeneous. The virulence gene
profiles of bovine EPEC were closely related to each other and to the profiles of 10 bovine
and human AE-STEC.

Although this study was conducted on a limited number of strains, the results empha-
size that bovine EPEC, not only of the AE-STEC “gang of ten” but also of other serotypes,
deserve more attention in epidemiological surveys and in genetics studies to identify: (i) all
EPEC serotypes in cattle; (ii) the origin of the infection in calves, the calves themselves, or
the cows in the farms; (iii) their actual role in calf diarrhea; (iv) the transmission routes to
humans, if any, in order to prevent their spread; and (v) their evolution and relationship
to bovine and human AE-STEC belonging to the same O:H serotypes. Increasing the
knowledge of these rarer not only EPEC but also AE-STEC serotypes can help to anticipate
and/or rapidly react to their emergence in humans, such as the 0104:H4 STEC in Germany
in 2011 [33] and the O80:H2 AE-STEC in France and Switzerland [34] more or less recently.

Supplementary Materials: The following supporting information can be downloaded at: https:
/ /www.mdpi.com/article/10.3390/vetsci9090492/s1, Table Sla: Serotypes, MLST and eae gene
subtypes of the 0156 EPEC and AE-STEC from diarrheic calves, healthy cattle, healthy calves and
humans; Table S1b: Serotypes, MLST and eae gene subtypes of the O177 EPEC and AE-STEC from
diarrheic calves, healthy cattle, healthy calves and humans; Table Slc: Serotypes, MLST and eae gene
subtypes of the 0182 EPEC and AE-STEC from diarrheic calves, healthy cattle, healthy calves and
humans; Table S2: Sequences included in the databases to identify eze subtypes; Table S3a: O serotypes
of 126 EPEC isolated from calves with diarrhea; Table S3b: O serotypes of 122 EPEC isolated from
healthy cattle at slaughterhouse; Table S3c: O serotypes of 60 EPEC isolated from healthy calves in
dairy farms.
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Table S1a. Serotypes, MLST and eae gene subtypes of the O156 EPEC and AE-STEC from diarrheic calves, healthy

cattle, healthy calves and humans.

Isolate (year) Host» O:H serotype MLST eae, stx subtypes GenBank
accession
numbers

847 (2014) HC 0O156:H8 ST327 eaed SAMN14278591

1287 (2014)> HC O156:H8  ST327 eaed SAMN14278592

1296 (2014)> HC 0O156:H8 ST327 eaed SAMN14278593

1718 (2014) HC 0O156:H25  ST300 eael SAMN14278594

1728 (2014)c HC O156:H25  ST300 eaed SAMN14278595

1745 (2014)¢ HC 0O156:H25  ST300 eaed SAMN14278596

1759 (2014)¢ HC O156:H25  ST300 eael SAMN14278597

1842 (2014) HC O156:H25  ST300 eaed SAMN14278598

1882 (2014) HC 0156:H25  ST300 eael SAMN14278599

2830 (2014)4 HC 0156:H25  ST300 eael SAMN14278600

2834 (2014)4 HC 0156:H25  ST300 eael SAMN14278601

2837 (2014)4 HC 0156:H25  ST300 eael SAMN14278602

2839 (2014)d HC O156:H25  ST300 eaed SAMN14278603

1750 (2014)¢ HC 0156:H25  ST300 eaeg, stx2g SAMN14278604

EH2269 (2013) HU O156:H25  ST4942 eaed, stxla SAMN14278609

aDC = diarrheic calf; HC = healthy cattle; HU = human

bthese 2 EPEC were isolated from a single animal
°these 3 EPEC and the AE-STEC were isolated from a single animal
dthese 4 EPEC were isolated from a single animal

Table S1b. Serotypes, MLST and eae gene subtypes of the O177 EPEC and AE-STEC from diarrheic calves, healthy

cattle, healthy calves and humans

Isolate (year) Host? O:H serotype MLST eae, stx subtypes GenBank
accession
numbers

199 (2013) DC 0177:H11 ST29 eaef3 SAMN14278583

231 (2014) DC O177:H25  ST342 eaef SAMN14278582

12 (2008) DC 0177:H11  ST765 eaef SAMN14278574

29 (2009) DC 0O177:H11  ST765 eaef SAMN14278575

38 (2009) DC 0177:H11  ST765 eaef SAMN14278576

42 (2009) DC 0O177:H11  ST765 eaef SAMN14278577

45 (2009) DC 0O177:H11  ST765 eaef SAMN14278578

46 (2009) DC 0O177:H11  ST765 eaef SAMN14278579

53 (2009) DC 0O177:H11  ST765 eaefs SAMN14278580

3016 (2015) DC 0177:H11  ST765 eaef SAMN14278583

2113 (2014) HC 0O177:H11  ST765 eaef SAMN14278590

380 (2018)> HCS 0O177:H11  ST765 eaef SAMN29328416

384 (2018)0 HCS 0O177:H11  ST765 eaefs SAMN29328417

1396 (2018)¢ HCS 0O177:H11  ST765 eaef SAMN29328418

1400 (2018)¢ HCS 0177:H11  ST765 eaef3 SAMN29328419

191 (2013) DC O177:H25  ST342 eaef, stx2c SAMN14278584

SES2949 (2009) DC 0177:H11  ST765 eaef, stxla SAMN29328420
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SES3075 (2013) DC O177:H11  ST765 eaef3, stxla SAMN29328421
EH1636 (2008) HU 0177:H11 ST29 eaef, stxla SAMN14278608

*DC = diarrheic calf; HC = healthy cattle; HU = human; HCS: healthy calves
bthese 2 EPEC were isolated from a single animal
‘these 2 EPEC were isolated from a single animal

Table Slc. Serotypes, MLST and eae gene subtypes of the O182 EPEC and AE-STEC from diarrheic calves, healthy

cattle, healthy calves and humans

Isolate (year) Host> O:H serotype MLST eae, stx subtypes GenBank
accession
numbers

44 (2009) DC O182:H25  ST300 eaeq SAMN14278587

3035 (2014) DC O182:H25  ST300 eael SAMN14278587

1036 (2014) HC 0O182:H25  ST300 eael SAMN14278605

2159 (2014) HC O182:H25  ST300 eaed SAMN14278606

832 (2018)» HCS  O182:H25 ST300 eaed SAMN29328414

836 (2018)» HCS  O182:H25  ST300 eaed SAMN29328415

142 (2012) DC O182:H25  ST300 eaed, stxla SAMN14278588

3010 (2014) DC 0182:H25  ST300 eae(, stxla SAMN14278589

EH1782 (2009) HU O182:H25  ST300 eae¢, stxla SAMN14278610

EH2247 (2013) HU 0O182:H25  ST300 eae¢, stxla SAMN14278607

aDC = diarrheic calf; HC = healthy cattle; HU = human; HCS: healthy calves
bthese 2 EPEC were isolated from a single animal
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Table S2: Sequences included in the databases to identify eae subtypes

Gene Accession number | Description

eae subtype a | AF022236.1 Intimin subtype, adhesin
eae subtype o | AF530555.1 Intimin subtype, adhesin
eae subtype 3 AF453441.1 Intimin subtype, adhesin
eae subtype 3 AF043226.1 Intimin subtype, adhesin
eae subtype Y AF071034.1 Intimin subtype, adhesin
eae subtype Y/6 | AF025311.1 Intimin subtype, adhesin
eae subtype d/x | U66102.1 Intimin subtype, adhesin
eae subtype € AF116899.1 Intimin subtype, adhesin
eae subtype C AF449417.1 Intimin subtype, adhesin
eae subtype 1 AJ308550.1 Intimin subtype, adhesin
eae subtype t AJ308551.1 Intimin subtype, adhesin
eae subtype A AF530557.1 Intimin subtype, adhesin
eae subtype u AJ579305.1 Intimin subtype, adhesin
eae subtype v AJ579306.1 Intimin subtype, adhesin
eae subtype & | AJ705051.1 Intimin subtype, adhesin
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Table S3a. O serotypes of 126 EPEC isolated from calves with diarrhea

O Serotype Nr. Isolates EPEC (n=307) (%) Reference
05 0 4,516
026 35 (11%) This study
080 54 (18%)
0103 1 (<1%)
0111 0
0118 0
0121 2 (<1%)
0145 1 (<1%)
0157 0
0165 0
0123/186 10 (3%) This study

0156 0
0177 21 (7%)
0182 2 (<1%)
0183 0
Total 126 (41%)

Table S3b. O serotypes of 122 EPEC isolated from healthy cattle at slaughterhouse

O Serotype Nr. Isolates EPEC (n=368) (%) Nr. Animals (=47)  Reference
05 0 0 7
026 2 (<1%) 2
080 0 0
0103 38 (12%) 7
0111 0 0
0118 0 0
0121 0 0
0145 0 0
0157 0 0
0165 0 0
0123/186 0 0 This study
0156 67 (22%) 9
0177 5 (2%) 1
0182 10 (3%) 3
0183 0 0
Total 122 (40%) 22
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Table S3c. O serotypes of 60 EPEC isolated from healthy calves in dairy farms

O Serotype Nr. Isolates (n=131) (%) Nr. Animals (=36)  Reference
05 0 0 8
026 4 (3%) 3
080 0 0

0103 4 (3%) 2
o111 5 (4%) 4
0118 0 0
0121 0 0
0145 21 (16%) 9
0157 4 (3%) 1
0165 0 0
0123/186 2 (2%) 1 This study
0156 0 0
0177 17 (13%) 4
0182 3 (2%) 1
0183 0 0
Total 60 (46%) 25
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