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E.COLI: POUVOIR PATHOGENE

C : 173 Ag O
Escherichia coli 80 Ag K ~ 700.000

56 Ag H

E.coliintestinaux E.coli extra-intestinaux
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ETEC Toxines LT, ST Infections urinaires Méningites
EPEC eae, bfp UPEC néonatales

EHEC  eae, VT hly K1,
EIEC Invasion pap 01,07, 016,018

EAggEC  afa , LT sfa
DAEC afa fimbriae type 1




Infections a
E. coli producteurs de Shigatoxines

Premiere description : 1982
Epidémie de colites hémorragiques (USA) Riley et al. N Engl J Med, 1983

1983: SHU typique et E. coli O157 Karmali et al. Lancet, 1983

Cas sporadiques et d'épidémies de diarrhées souvent sanglantes

Formes cliniques variées :
= Diarrhée parfois sanglante
Colite hémorragique
SHU = principale cause IRA chez I'enfant < 3 ans
Complications neurologiques et sequelles rénales
Létalite : 1 a6 %

Potentiel épidéemique
Préoccupation de santé publique dans les pays industrialisés







Ingestion de EHEC

J 3- 4 jours

Crampes abdominales,
diarrhée non sanglante
l 90%

Résolution

Diarrhée sanglante 0% | Résolution

7 jours J 10%

5% déces /l\

504 IRC ~ 60% Résolution

ar

Complications tardives Heuvelink,2000




SOURCE/RESERVOIR

Portage sain




CYCLE EPIDEMIOLOGIQUE

Contenu fécal

| = | VMENTS

(surtout bovin)

\ -Abattoir : carcasses

Eau —» HOMME -Traite : lait cru , fromage au lait ¢
-Reécolte: - fruits et végétaux

- denrées en contact

Aliments pour bétalil :

(Herbe, ensilage)y$———— Féces, Fumi_er, Bques dfepandag
de station d'epuration

\ Contamination

Oiseaux, Insectes




Modes de transmission (1)

m Ingestion d’aliments contaminés (66%) :
— Denrées d’origine animale (bovins)

— Végeétaux crus
— Jus de fruits non pasteurisés




Modes de transmission (2)

e Transmission de personne a personne (20%) :
— Creches, hopitaux...

* Ingestion d 'eau contamin ée (12%)
— Eau de boisson
— Eau de baignade: pataugeoires, lacs...




Modes de transmission (3)

e Contact direct avec les animaux d ’'élevage
ou leur environnement (2%)
- Visites a la ferme
- camping
- foires agricoles...




Ecosse

1996, 400 cas,
18 déces

Etats-Unis

1982-2002 a e 1996,

P € 4 _, 9000 cas,
350 épidémies 2 s & : - 100 SHU,
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Diapositive 11
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Ecosse

1996, 400 cas,
18 déces

Etats-Unis

1982-2002

350 épidémies
8598 cas:

-17% hospitalisatio
- 4% SHU

Amérique du Nord

- 0.5% déces r:“ﬁi[aibes

Améﬂque. centrale

Allemagne 2011
4320 infections
852 SHU
82 déces

France : 2005, 2011*

9000' cas,
100 SHU,
9 déces

France, Bégles 2011
24 infections
7 SHU

5 DGS
12 diarrhées simples
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ACCIDENTS ALIMENTAIRES
ET ALIMENTS RESPONSABLES

Prédominance du sérotype O157:H7

Autres serotypes : > 400 serotypes decrits
026, 0111, 0103, 0145, 0121 5 60% des STEC non O157




DOSES INFECTIEUSES

TRES BASSES

QUELQUES BACTERIES /25 g
Multiplication bactéerienne non nécessaire

(une simple contamination est suffisante)




FACTEURS DE VIRULENCE

= Adhésion ala muqueuse digestive
= Production de verotoxines ou Shigatoxines
m Autres facteurs de pathog énicit e




EPEC
Lésions d'attachement et d’'effacement

i Microc I|II||I

L:F FI._-—

~ (Knutton et

- Au niveau du colon et du caecum

- Effacement et / ou destruction des microvillosités de ['épithelium intestinal
- Condensation de l'actine cellulaire —— piedestal

- Adhésion étroite par l'intermédiaire de I'intimine, produit du gene eae

Kaper, Nature Reviews 2004




EHEC OU STEC
Verotoxines ou Shiga like toxines

= Exotoxines proteiques : deux types (stx1/ stx2)

» Effet cytopathogene sur cellules Vero, HelLa

= Synthese codeée par des phages

= Récepteurs Gb3 (cellules intestinales , endothelium vasculaire)
mort cellulaire par arrét de la synthese proteique




Gold standard: Yerocelltest
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Verotoxines ou Shiga like toxines

Ancienne dénomination

Nouvelle dénomination

gene

protéine

Toxine de Shiga

Toxine Shiga-like de type | ou
(SLT-1) ou vérotoxine 1(VT1)

SLT-1l ou VT2

SLT-llc/d ou VT2c/d
SLT-1l/f ou VT2e/flg

StX

Stx,

Stx,

STX /g
StX 2e/t/g

Stx —

99 % d'homologie
Stx1—
55 % d'homologie

Stx2—

Stx2c/d ] 90% d'homologie
Stx2e/flg




Verotoxines ou Shigatoxines

Bactériophage
lysogene - Gb
— ) : O ——

stx A stxB : Cellule cible

|
..
W=

=

|

=

Toxines de type AB

—

Une sous unité A (32kD) 5 sous unités B (7.7 kD)

l lig lnd

activité toxique

Activité N-glycosidase

Inhibition de la synthese

| | protéique
globotriosylcéramide (Gb3)




Récepteurs glycolipidiques

Globotriosylcéramide (Gb3)

= a la surface des entérocytes, capillaires du TD
= sur les cellules endothéliales du rein humain

- dans les glomérules des enfants < 2 ans
- masques chez l'adulte

= sur les cellules endothéliales du pancréas et du SNC

Lingwood, Nephron, 1994




m  Multiplication des EHEC au niveau du colon sans invasion

m Synthese de Shiga toxines diffusant dans tout I'organisme

Maroeska, Kidney Int 2001




AUTRES FACTEURS DE VIRULENCE

Hémolysine gene ehxA

Résistance a l'acidité gastrique : gene rpoS codant pour
un facteur permettant la survie du germe a un pH <2,5

Serine protease (EspP) plasmidigue : clivage du facteur V
Enterotoxine thermostable EAST1: diarrhée agueuse

Catalase (KatP) plasmidique : burst oxydatif des PNN et
des macrophages

saa :STEC agglutinating adhesin (STEC LEE -)

Law, J Applied Microb, 2000




Genes codant les facteurs de virulence

Systéme de Protéines
sécrétion Tir eae espA, espB, espD

==
><> [ Chromosome }

Plasmide —
90 Kb

.




Syndrome H eémolytigue et Urémique

SHU défini par la triade

anémie hémolytique (Hb<10 g/dl) + schizocytes
thrombopénie (< 150 000/mm?3) l

iInsuffisance renale aigué

SHU D+
90-95 % des SHU

dd a une infection a E.coli producteurs de Shiga toxine




SYNDROME HEMOLYTIQUE ET UREMIQUE
CHEZ L'ENFANT
3 types

m SHU typiques post-diarrhée : 90-95 % des cas

- Association a une infection a E. coli producteurs de verotoxines
(ou Shiga toxines), principalement du serotype 0157:H7, retrouvee
dans = 85 % des cas

- Prodromes digestifs : diarrhée + méléna
- premiere cause d’'insuffisance rénale aigue du nourrisson
SHU atypiques : =5 % des cas

Souvent familial, de transmission dominante autosomique ou plus
souvent recessive autosomique ; parfois associées a un taux bas de C,,
ISolé ou associé a un déficit en facteur H ; certains cas a debut
néonatal associes a un déficit en protease du facteur von Willebrand

m SHU secondaires
- greffe de moelle
- post infectieux : pneumocoque, certains virus
- maladies métaboliques




ROle des Shiga-toxines dans la physiopathologie (1)

Cellules endothéliales
Gb3+++

Reins Coblon Cerveau

Cibles = cellules endothéliales vasculaires

=> Mort des cellules

=> agglutination des plaquettes a la paroi vasculaire
=> développement de thrombi

=> thrombopénie péeriphérique de consommation

=> hémolyse intravasculaire mécanique = schizocytes




ROle des Shiga-toxines dans la physiopathologie (2)
Induction de cytokines

Entérocyte Monocyte/Macrophage

VAN

TNFa IL- 12
IL-113

IL-6

T /v Gb3 CytotOX|C|te
Cellules NK

Fixation Stx
Mort cellulaire

Lésions
Glomeérulaires



Bactérie STX+

|

Shigatoxine

Physiopathologie

Lésions endothéliales

Microthrombus

v

Facteurs pro-inflammatoires

v

Anomalies circulatoires




SHU

Caracteéristiques cliniques a la phase aigué
www.invs.sante.fr; Gerber 2002 ; Loirat 2004 ; Noris 2005 ; Lynn 2005

Diarrhée prodromique 90-95 %
sanglante 60-70 %

Intervalle entre diarrhée et SHU 5-6 jours (1 a 35])
Transfusion a la phase aigué ~ 70 %

Dialyse a la phase aigué 50 %-60 %
Complications neurologiques ~ 20 %
Complications intestinales/pancréatiques ~ 10 %

Cardiomyopathie ~ 2 %

Déces a la phase aigué 1 %-2 % en France




SHU D+

PRONOSTIC
Garg, JAMA 2003

Metanalyse de 49 études, dans 18 pays
3476 patients de 1 mois a 18 ans

recul moyen 4.4 ans (1 an a 22 ans)
Moyenne IC 95 %

Déces ou insuffisance rénale terminale 12 % 10-15 %

Insuffisance rénale chronique,
hypertension artérielle ou protéinurie 20-30 %




Diagnostic bacteriologique
des infections a STEC

Recuell des selles
STEC : portage bref

l

4 a 7 jours maximum
apres le debut des symptomes

Tarr, CID, 1995




Diagnostic bactériologique
des infections a STEC

N

Sérologie Selles ou écouvillonnage rectal
Anticorps anti LPS l

Enrichissement
|

| | |

Culture PCR Tests Immunologiques

N

0157 STEC non 0157




E.coli O157 : H7

+ Utilisation des caract eristiques biochimiques
de E. coli O157:H7 (Mutants!)

¢ sorbitol -

¢ [3-glucuronidase -

¢Résistance interm édiaire au
céefixime et au tellurite




Quels milieux ?

SMAC-CT

| E.coliO157
E.coli Sorbitol




Tests de confirmation

Sur colonies suspectes
= antigene somatique O157 (agglutination latex)
= Iidentification de I'espece E. coli
m Recherche des genes de virulence




METHODES DE DETECTION
DES STEC non O157/

AUCUNE CARACTERISTIQUE




METHODES DE DETECTION
DES STEC non O157

Isolement
- Drigalski, milieux chromogenes
- Gélose au sang - enterohemolysin agar
- Agglutination des serotypes fréguents:
0111, 026, 0103, 0145, 0121

Mise en evidence des g enes de virulence




Méethodes immunologiques

Détection Stx et/ou Ag 0157
Immuno chromatographie, ELISA...

Avantages :
Faciles a mettre en ceuvre
Alerte pour le clinicien

Inconvenients
Moins sensibles
Lecture parfois difficile
Réactions croisees (norovirus, Pseudomonas..)




Tests immunologiques Stx EIAsS

Premier EHEC

ProSpecT Shiga Toxin
Duopath Verotoxin GLISA
ImmunoCard STAT! EHEC
BioStar OIA SHIGATOX




Test Immunochromatographique

m Détection des toxines et Ag O157

m Neécessite un enrichissement en bouillon et | »induction de la
prodduction de Stx par la mitomcine C

|

|
;

=
Stx -, D157 - St: +, D157 - Sty +, 0157 i+

Lothar B ewrtin, 5th Annual Workshop at the CRL VTEC, Rome, laly, 8. October 2010 Seite 8 F i B‘FR




PCR
Mise en evidence des g enes de virulence

m Directement dans les selles apres
enrichissement (4 a 6h en eau peptonee)

m Sur une primoculture de la selle

m Sur les colonies suspectes

l

PCR conventionnelle
Temps réel




PCR MULTIPLEX
Sur les selles de patients atteints de SHU

+
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PCR HIiyA+STX
gel agarose 2% 135V, 50min




Présence de Shiga toxine

Isolement de la bactérie indispensable

l

Etudes épidemiologiques moléculaires

(Pulsotypie, Rep PCR)

SaEEEeT EA




"Diagnostic sérologique des infections & STEC

Sérum précoce et sérum tardif

= Mise en évidence des anticorps anti LPS de 8 serogroupes d'
E.coli dont O157 : HY

*= Ac de classe IgA, IgM, et IgG
» Technigues : ELISA, immunoblotting, hémagglutination
* Indispensable

- pour les etudes épidemiologiques lorsque la mise en évidence
des STEC dans les selles est négative ou impossible

- | ’identification des autres sérogroupes STEC




BOX. Recommeandations for laboratory identification of Shiga
toxin-producing Escherichia colil {(STEC)

* Health-care providers should nortify clinical diagnostic
laboratories when STEC (157 infection is suspected
(e.g.. because of bloody diarrhea or hemolytic uremic
syndrome) so that appropriate testing, methods can be
applied.

* Clinical diagnosric laboratories should strongly consider
including STEC 157 in their rourine bacrerial enteric
panel (with Safmonella, Shigella, and Canspylobaceer).

ReCO m m e n d a ti O n S * The bestwa}' o i-:lenﬁf_s_; all STEC infections is to screen

all stool sarnp]eg submitred for rourine enteric bacrerial
fo r- La b O ra to r- testing for Shiga toxins (Soes) using enzyme immunoassay

y (ELA) or polymerase chain reacrion. I-c:lealh-, the clinical

c c diagnostic laboratory should culture sim ultan eously for
DlagnOSIS Of STEC STEC O157 (e.g., on sorbitol MacConkey agar).

Simultaneous culture facilitares rapid diagnosis an-:l rreat-
ment of parients with STEC 157 infecrion and rdpl-::l
subtyping by public health laboratories; such rapid
ACTIONn 1s MmMost Imporeant when the index of clinical
susplcion for STEC O157 is h:igh.

« Clinical -::liagn-::-sci-: laberatories that use an Stx ELA burt
do not perform simultaneous culture for STEC O157

% should culture all Stx-positive broths for STEC O157
as soon as possible and rapidly forward these isolates to
a state or local pubh-:: health laboratory for confirma-

. ge . tion and suboyping.
Mﬂ'l’hldlty‘ and Mﬂrtﬂllty' WEEH? HEFﬁI’t When an qU{—l.'l-:IlS]E]“rE' broth does not vield STEC O157,

the broch culrure should be qul-i]-".l.i.- forwarded to the
state or local public health laboratory for idenrification

of non-O157 STEC.

State and local pub]i-:: healcth laboratories should con-
firm the presence of Smx in broths sent from clinical labo-
ratories and should attempt to obtain an STEC isoclate.
All non-O157 STEC isolares should be sent by public
health laboratories o CIMC for confirmarion and
further characrerization.




Epid émie atypique en 2011
E.coli 0104 H4

EHEC bacteria of the outbreak strain 0104:H4
Scanning electron microscope. Scale: 1 pm
Source: Holland, Laue (Robert Koch Institute)




Epid émie atypique en Allemagne
Mai — Juin 2011

4320 infections

852 SHU (90% chez des Adultes)
82 déces

Personnes atteintes
®= majoritairement adultes

= 2/3 de femmes : régime alimentaire

Incubation moyenne : 8 jours vs 3-4
jours pour les EHEC

Virulence inhabituelle : ¥z des formes

évoluant vers des formes graves vs
1/10 habituellement

Frank, NEJM, 2011
Véhicule alimentaire ?




Begles, France, 2011

8 juin 2011 : Buffet centre de loisirs (169 participants)

el cas : 15/06/2011

e 24 Infections : 22 adultes dont 18 femmes

> 7 : ; I I l l Gault et al.: Eurosurveillance, Volume 18, Issue 26, 30 June 2011
o or bloody diarrhoea due to enterohaemorrhagic Escherichia coli 0104:H4 with date

of symptom onset since 10 June 2011, Gironde, France, June 2011 (n=14)

j 5 D G S mm (Confirmed case of E. coli 0104:H4 infection

B Attended buffet at community centre on 8 June 2011

> 12 diarrhées Simples . == No links to community centre

Number of cases

 Incubation moyenne : 9 jours

Date of symptom onset

HUS: haemolytic uraemic syndrome.
Of the 15 cases of HUS or bloody diarrhoea, date of symptom onset
Nz .

® Au Cu n Voyage e n AI Ie m ag ne was unavailable for one case, who attended the buffet on 8 June 2011

e \VVéhicule alimentaire ?




Buffet a Begles
169 participants

Raw vegetables:
cucumber, pepper, carrots,
tomatoes, lettuce




Origine alimentaire

Interrogatoire des patients (difficile temps d’incubation plus long)
Implication des graines germees de fenugrek

10 tonnes Egypte vers I'Allemagne via Rotterdam

Rotterdam — 2 tonnes en GB Mise sous sachet de 50 g
Distribution dans les jardineries du Sud Ouest




E.coli 0104 H4

Allemagne 2011
4320 infections
852 SHU

82 déces

France, Begles 2011
24 infections

7 SHU

5 DGS

12 diarrhees simples

Clone identique ?




Similarity index, %
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Eci1-4632
Fci1-4623
Ecll-4404
Ec11-4984
Eci1-4988
Ec11-6006
Ecii-3677
Eci1-3794
Ec11-4522
Fc11-5536
Ec11-5537
Fc11-5538

EAEC 55989
EcDg-7901

Fr04-8351
ECOR26
ECOR27

H519

Analyse en champ pulsé

Bordeaux 2011
Bordeaux 2011
Bordeaux 2011
Bordeaux 2011
Bordeaux 2011
Bordeaux 2011

Germany2011
Germany2011
Bordeaux 2011
Bordeaux 2011
Bordeaux 2011
Bordeaux 2011
Reference strain
France 2009
France 2004
Reference strain
Reference strain
Reference strain

!

0104
0104
0104
0104
0104
0104
0104
0104
0104
0104
0104
0104
0104
0104
0104
0104
0104
0104

Mariani-Kurkdjian,Lancet Infect Dis, 2011

H4
H4
H4
H4
H4
H4
H4
H4
Hg
Hg
H
Hg
H
H4
H4
H21
H?
Hiz



0104 : H4 épid emique

m Stx2 +

m eae - — Meécanisme d'adhésion ?




E.coli entero -aggregant
EAQQEC

b EAEC Biofilm
Adhésion aggrégative

en « brigues empilées »

Dispersin

Nécrose du pdle apical des
villosités intestinales avec oedeme

inflammatoire et hemorragique de
la sous muqueuse

a-Fodrin

!

Exfoliation
W A
J,-ll'

EaggqEC Virulence
plasmid

Croxen and Finlay Nature Review 2010




Nouveau pathovar hybride
E.coli entero-aggregant enteronemorragique (EAHEC)

Systemic absorbtio |1______,,--"

EXPEC

Groupe Bl - ST678 D=l l ‘_
HPL < .

Aerobactine

Fﬁmm terD

LB226692
EHEC O104:H4

~5.2 Mb E.coli 0104 H4

ficH4  TEM-1 Y ’ -
éepidémique
~90 kb

CTX-M-15 4




24 % homologie avec L

la souche 0104 - e e 1989
isolée a Bangui hirapitn el Souche _0104 EAEC
(1989) Chez un : 24 s : ’ Centrafrlque
patient VIH. . e

EAHEC
EHEC 0104:H4

~5.2Mb 2011
Allemagne

Souche Epidémique
~80 kb

- ® o ® ‘
i\'— - - J/ 2011

' A CTXM-18 4
:> » Groupe ST67/8
» Acquisition et perte de facteurs de virulence au co urs de I'évolution

Mellmann , Plos One, 2011




Antibioth érapie ?

m Antibiothérapie bactéricide: effets déléteres
= Relargage massif Vérotoxines (STX) suite lyse bactéerienne
= Induction de synthese de STX
Scheiring et al. Pediatr nephrol. 2008

m [ntérét des macrolides
Azythromycine: inhibition de la synthese de STX

Ohara et al. Antimicrob agents and chemother. 2002
Houidouin, CID, 2004




Cibles th érapeutiques pour un traitement sp  écifique du SHU D+

Bactérie STX+ azythromycine

l Inhibition Sécrétion STX

Shigatoxine » | Lésions endothéliales » | Microthrombus

Ac antiSTX /

(Urtoxazumab) v v
Facteurs pro-inflammatoires Anomalies circulatoires

Effet antiinflammatoire




Cibles th érapeutigues
pour un traitement sp ecifigue du SHU D+

Bactérie STX+

|

Shigatoxine » | Lésions endothéliales Microthrombus

\ 4 \ 4

Facteurs pro-inflammatoires Anomalies circulatoires

Inhibition activation _
complément




e NEW ENGLAND JOURNAL of MEDICINE

CORRESPONDENCE

Complement Blockade in Severe Shiga-Toxin—-Associated HUS

Lapeyraque, NEJM, 2011

L’avenir : une place pour I'Eculizumab dans le traitement
du D+HUS?




Survelillance du SHU
chez les enfants de moins de 15 ans

Mise en place en 1996 a l'initiative du Pr Loirat avec dépistage STEC
dans les selles dans le service de Microbiologie de I'hépital R.Debré

Volontariat de néphrologues pédiatres de 31 centres hospitaliers (Sociéte
de Nephrologie Pédiatrique)

Coordination par I'Institut de veille sanitaire

Création du Centre National de Référence des Escherichia coli et
Shigella en 2002 : IP + RD

Recherche des STEC non réalisée en routine dans les laboratoires
d'analyses médicales




Résultats de la surveillance du SHU
1996-2007

m Participation constante de 31 néphrologues pédiatres
m 1035 cas de SHU notifies pour 1996-2007(100 cas /ans)
Incidence annuelle

- 0,8 /100 000

- stable depuis 1996 : < 1 /100 000 enfants < 15 ans

- voisine de celle retrouvee dans les autres pays
européens possédant un systeme similaire de surveillance

m Incidence la plus élevee chez < 3 ans : 2/3 des enfants ont
moins de 3 ans

m Recrudescence estivale :
51% des SHU entre juin et septembre

m Reégions a Densité tres élevée en élevage bovin




Caracteristigues microbiologiques
1996-2007

Confirmation d’infection a STEC : 66 %

Sérogroupes
m O157:81%
m Autres serogroupes : 026 (6%), 0103 (3%)

Augmentation de la proportion des sérogroupes non-0157
= période 1996-2001 : 10 %

m période 2002-2007 : 25 %

Infection non confirmée dans 33 % des cas identifiés

Recherche précoce dans les selles des la survenue de la
diarrnée indispensable




PREVENTION DES INFECTIONS A STEC

Respecter les regles d ’hygiene dans la préeparation de
| ’alimentation (lavage des mains avant et apres, en
particulier apres manipulation de viande de bceuf)

Cuire en profondeur les steaks hachés de boeuf

Ne pas donner de produits laitiers (ou autres : jus de fruits)
non pasteurisés aux jeunes enfants

Ne pas laisser les enfants se baigner dans les mares
possiblement contaminées par le bétail

Les enfants (et les adultes) doivent se laver les mains
apres contact avec les animaux (bétail) et avant de passer
a table




