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Summary

K99 VACCINATION OF COWS AND COLOSTRAL PROTECTION OF EXPERIMENTALLY INFECTED
CALVES WITH K99 ESCHERICHIA COLI. — Colostral antibodies of cows vaccinated with £. coli B41
(O101: K99, F41) protect completely B41 experimentally infected calves. In order to know more preci-
sely the role of K99, F41 antibodies in protection, calves receiving the colostrum of B41 vaccinated
cows are infected with £. coli B44 (09: K30: H-K99, F41). Vaccination multiplies K99 antibodies in
colostrum by seven. In B44 infected calves, specific K99, F41 antibodies protect only 3 out of 6 calves
completely. Additive effect of antibodies against K99 and other surface antigens of enterotoxigenic £.
coli seems desirable for a more complete protection.

Les souches entérotoxinogénes de Escherichia
coli, souches ECET, possédent deux caractéres
majeurs de virulence: I'antigéne d’adhérence K99
qui permet la colonisation de l'intestin gréle et
'entérotoxine thermostable de type a (TSa)
responsable des pertes hydriques et électroly-
tiques (Smith et Linggood, 1972). Les ECET sont
isolés chez 5 a 31 % des veaux diarrhéiques
(Moon et al., 1976; Myers et Guinée, 1976;
Martel et al, 1981) mais cette fréquence est
beaucoup plus élevée chez les trés jeunes veaux
puisqu’elle atteint 33 % (Martel et a/, 1981) a
62 % (Acres et al., 1977) des veaux 8gés de moins
de 4 ou 5 jours.

Un colostrum de vaches ne contenant pas ou
peu d’'anticorps spécifiques anti-K99 ne protége
pas les veaux infectés expérimentalement par £.
coli K99, mais celui de vaches vaccinées par la
souche infectante les protége totalement {(Contre-
pois et al, 1978). Pour dissocier la protection
spécifique anti-K99 de celle pouvant résulter des
anticorps anti-O, la vaccination et Vinfection ont

été réalisées avec iles souches £. coli K99 de
sérogroupes O et K différents. Dans ces conditions
les anticorps anti(K99 + F41) ne protégent pas
complétement les veaux infectés expérimentale-
ment ce qui suggere l'implication d'un ou
d‘autre(s) antigéne(s) de surface dans la virulence
de la souche infectante.

Matériel et Méthodes

Souches bactériennes et plan expérimental

Les souches bactériennes utilisées sont £. coli B41
(0101: K=: H-, K99, F41) et £, coli B44 {09: K30: H-,
K98, F41) qui nous ont été fournies respectivement par
le Dr. Sellwood ({RAD de Compton, Grande-Bretagne) et
le Dr.J. Morris (CVL de Weybridge, Grande-Bretagne).
Elles ont seulement en commun les antigénes majeurs
de surface K99 et F41. Les résultats de I'infection expé-
rimentale par £. coli B44, de veaux recevant le colostrum
de vaches vaccinées par £. col/i B41 ou de vaches non
vaccinées, sont comparés en tenant compte des anti-
corps colostraux dirigés contre K99 et F41.
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Vaccination des vaches et infection expérimentale des
veaux

Les modalités de la préparation du vaccin, de la vacci-
nation des vaches et de l'infection expérimentale des
veaux (race Frisonne} ont été décrites (Contrepois et al.,
1978). Briévement, deux doses vaccinales d'antigéne
K99 semi-purifié préparé a partir de £. co/i B41 ont été
utilisées: 100 mg (poids humide) pour les vaches du
lot |, 300 mg {poids humide) pour les vaches du lot Il.
Les vaches témoins ({lot I} ne sont pas vaccinées. Les
veaux ont bu deux litres de colostrum & un 8ge compris
entre deux et cing heures. L'infection expérimentale des
veaux a été faite par voie orale a raison d’environ 10'°
£. coli B44 (entre 2 x 109 et 10"") immédiatement aprés
la prise du colostrum.

Les observations cliniques ont été un contrdle de la
quantité de lait ingéré (lait entier stérilisé selon le
procédé UHT) et un examen deux fois par jour de I'état
général des veaux, de la consistance des matiéres
fécales et des signes apparents de déshydratation
(énophtaltmie, pli cutané).

Mesure des anticorps colostraux

Les mesures ont été effectuées dans le sérocolostrum
obtenu aprés traitement 3 la présure. Les agglutinines
anti-O et anti-K99 ont été quantifiées par agglutination,
respectivement de la souche vaccinale £ co/i B41
cultivée & 18 °C (inhibition de la synthése de K99 et
F41) et de £. coli B44 cultivée 3 37 °C. Les agglutina-
tions ont été réalisées en tubes avec des dilutions au 1/2
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du sérocolostrum {premiére dilution de 1/20) et des
suspensions bactériennes a 2,5 x 10® bactéries/ml.

Les anticorps anti-K99 agglutinants et non aggluti-
nants ont été dosés par une méthode ELISA en plagues
de microtitration sensibilisées par des immunoglobulines
de lapin anti-K99. Ces derniéres ont été obtenues par
immunisation avec £. cofi K12, K99 et épuisement de
I'antisérum par E£. coli K12. Les IgG ont été précipitées
par SO,{NH,), 8 50 % de saturation (Eliens et a/., 1979).

L'adsorption des immunoglobulines anti-K99 dans les
cupules a été effectuée par incubation (18 h a8 37 °C) de
50 ul des igG diluées au 1/500 en tampon Na,CO,,
0.05 M, pH 9,6.

Les plagues ont été rincées quatre fois par du tampon
PBS (NaCl 0,14 M, KH,PO, 0,0015M, Na,HPO,
0,016 M, KCI 0,003 M) contenant 0,05% (V/V) de
Tween 80.

On a incubé 50 ul d’'une préparation de K99 partielle-
ment purifié (préparation UC 110 diluée au 1/5600 selon
Girardeau et af, 1982) 2,5h & 37 °C.

Les plagues ont & nouveau été lavées quatre fois par
du tampon PBS avec Tween.

Cinquante ul des dilutions au 1/2 du sérocolostrum
des vaches (premigre dilution au 1/100) ont é&té
incubées 2,5 h a 37 °C.

Aprés quatre rincages avec du tampon PBS avec
Tween on a fait agir 50 ul d'immunoglobulines de lapin
anti-immunogiobulines bovines marquées & la peroxy-
dase (Miles, Paris).

Tableau 1. — Titres en anticorps (logp inverse de la dilution) (1°" v8lage/2° vélage)d
anti-0101 anti-K99
Groupe expérimental Séro-agglutination Séro-agglutination
Numéro des animaux en tube en tube ELISA
/: 100 mg d’antigéne K99 semi-purifié
1 9,32/7,32 7.32/.b 13,64/12,64
3 9,32/... 7.32/.. 14,64/12,64
2 8,32/... 7.32/... 14,64/...
6 8,32/... 7.32/... 12,64/...
7 8,32/... 7.32/... 12,64/...
4 7,32/... 7.32/6,32 14,64/14,64
5 7.32/... 5,32/... ..[14,64
/1: 300 mg d’antigéne K99 semi-purifié
8 8,32/6,32 8,32/6,32 14,64/14,64
<] 8,32/... 8,32/... 14,64/...
11 8,32/... 7.32/... 13,64/...
12 7.32/... 6,32/... 11,64/...
10 il e ol 13,64/...
/11 Vaches témoins non vaccinées
13 7,32/... 4,32/.. 13,64/...
14 6.32/... —C/... 12,64/...
15 6,32/... —C/.. 12,64/...
16 6,32/... —C/... 11,64/...
17 4,32/... —C/... 10,64/...
18 4,32/... —C/... 10,64/...
19 4,32/... —C/.. 7.64/...

a: aprés la vaccination; b: non fait; c¢: inférieur 4 4,32
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Aprés cing ringages au tampon PBS avec Tween on a
ajouté 50 ul du substrat de la peroxydase constitué par
40 mg d'orthophénylénediamine, 40 ul d'H,0, 8 30%
(V/V) dans 100 ml de tampon phosphate/citrate pH 5,0
(0,05 M d'acide citrique, 0,1 M Na,HPO,). Aprés 15 min
A I'obscurité, la réaction enzymatique a été stoppée par
addition de 50 ul d'HC! 0,5 M. L'appréciation visuelle de
la dilution la plus élevée donnant encore une coloration
maximale a fourni le titre.

Recherche des colibacilles chez les veaux autopsiés

£. coli a été recherché dans les 30 minutes qui suivent
la mort des veaux, de fagon qualitative, dans les organes,
par dissémination d'une empreinte d'environ 1 cm? de
I'organe sur un milieu gélosé DCA (Difco} et de facon
quantitative par ensemencement de dilutions décimales

VACCINATION ANTI-K99 CHEZ LES BOVINS

43

en milieu gélosé DCA, du sang, de la bile, du contenu
digestif et du mucus associé & la paroi intestinale. Ce
dernier a été obtenu par grattage avec une lame de
verre. Les colonies ont été dénombrées apres 24 h
d'incubation & 37 °C.

L'antigéne K99 a été recherché par séro-agglutination
sur [ames des bactéries cultivées sur milieu Minca avec
polyvitex {(Guinée et al., 1977). Le sérum anti-K99 a été
obtenu par immunisation de lapin avec £. co/i K12, K99
et épuisement de I'antisérum par £. co/i K12 {Girardeau
et al., 1982).

Résultats

Les titres des agglutinines colostrales anti-

Tableau 2. — Evolution clinique des veaux infectés avec E. coli B44
Titre Age lorsde  Dose infectante Diarrhée aprés l'infection orale Mort aprés
Veau anti-K99 du  l'inoculation E.co/i B44 I'infection
colostrum {h) {x10%) Début (h) Déshydratation Durée {(h) (h)
Vaccinéds
1 14,64 3 25 10 + 24
2 14,64 3 4,7 -
3 13,64 4 100 —
4 12,64 2 13 —
5 12,64 3 13 10 + 26 36
6 3 100 12 + 38 50
Témoins
7 12,64 3 9 15 + 20 35
8 12,64 2 21 15 + 60
9 11,64 3 34 14 + 24 38
10 10,64 2 100 8 + 22 30
1M 10,64 6 13 7 + 13 20
12 10,64 3 36 13 + 67 80
13 7,64 5 100 " + 20 31
Tableau 3. — Recherche de E. coli B44 chez less veaux autopsiés
Veauxd
Organes 13 9 6
1. Bactéries/g
Sang du coeur o] ¢} 0
Bile 108 0 [¢]
Jéjunum
grattage de la muqueuse 2,6 x 108 5,0 x 108 40 x 108
contenu nf 0,8 x 108 nf
2. Présence de bactériesd
Ganglions mésentériques +++ nf +
Rate ++ — +
Rein + ++ —
Foie + + +
(a) les numéros des veaux sont ceux du tableau 2

(b) +++: supérieur & 100 colonies; ++: 10 4 100; +: 5 & 10;

: absence de £. coli.
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0101 ont été en moyenne d'environ 320 (log,
voisin de 8) pour les deux doses de vaccin {tabl. 1)
alors qu’ils ont été environ huit fois plus faibles
chez les vaches témoins. Les agglutinines anti-
(K99 + F41) avaient des titres moyens d'environ
128 (log, voisin de 7) chez les vaches vaccinées
alors qu'elles n'étaient pas décelables chez les
vaches témoins (titre inférieur au 1/20). Par la
méthode ELISA les titres d’'anticorps anti-K99 ont
été en moyenne d'environ 14000 (log, voisin de
13.7) et denviron 2000 (log, voisin de 11}
respectivement pour les vaches vaccinées et les
vaches témoins.

Que les vaches soient vaccinées avec 100 ou
300 mg d'antigéne K99 semi-purifié, les réponses
sérologiques sont identiques: 7,03+ 0,75
(moyenne + erreur standard) contre 7,57 + 0,95
en séro-agglutination et 13,80 + 0,98 contre
13,64 + 1,22 par la technique ELISA. La vaccina-
tion a accru d’environ sept fois le taux moyen
d’anticorps anti-K99. Lors du vélage suivant, un
an plus tard, les anticorps anti-K99 étaient encore
présents en guantités importantes dans le colos-
trum des vaches vaccinées puisque les titres
ELISA étaient identiques chez deux vaches (4 et
8), divisés seulement par deux (vache 1} ou par 4
(vache 3).

L'infection expérimentale des veaux {tabl. 2) par
2 4100 x 10° £. coli B44 a été suivie de la mort
de six veaux sur sept en état de dés-
hydratation dans le groupe témoin. Parmi les
six veaux recevant le colostrum immun, trois n'ont
pas été malades, trois ont eu de la diarrhée, se
sont déshydratés et deux sont morts. Les
diarrhées observées ont été caractérisées par une
émission aqueuse abondante. Les animaux infec-
tés étaient généralement anoréxiques et consom-
maient peu de lait. Cependant ils en ont toujours
consommé un peu (parfois 0,5 | par repas, voire
plus, dans quelques cas). L'ingestion de lait a
semblé constituer une cause aggravante de la
maladie. Ainsi le veau témoin n° 8 a survécu, mais
nous avions remplacé le lait par de I'eau pendant
deux jours. Par contre, le veau n® 7 avait surmonté
un premier épisode diarrhéique et il est mort aprés
avoir absorbé rapidement 3| de lait, ce qui avait
entrainé une nouvelle diarrhée.

Chez trois veaux morts qui ont fait I'objet
d'analyses microbiologiques, £. coli B44 a été
retrouvé en quantité importante associé a la paroi
de lintestin gréle et dans plusieurs organes
(tabl. 3). Cette colibacillose a localisation spécifi-
quement intestinale peut donc donner lieu & une
bactériémie.

Discussion

Nous avons mis en évidence une protection
vaccinale en relation avec les anticorps anti-K99
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du colostrum. Cependant cette protection n’est
pas totale, ce qui indigque une insuffisance quanti-
tative ou qualitative en anticorps colostraux. Dans
des conditions voisines, d'autres auteurs obtien-
nent soit, comme nous, une protection partielle
(Myers, 1980; Nagy, 1980), ou totale (Acres et
al.,, 1978; Snodgrass et al, 1982; Altman et
Mukkur, 1983).

Dans wune expérimentation rigoureusement
identique, mais ou la souche infectante était £. coli
B41 nous avions obtenu une protection totale
{Contrepois et al., 1978). Cette différence peut
s'expliquer soit par une plus grande virulence de la
souche E. coli B44 comparativement a £. co/i B41,
soit en raison d'une contribution des anticorps
anti-0101 présents en quantités importantes dans
le colostrum des vaches vaccinées. A I'appui de la
premiére hypothése, on notera que six veaux
témoins sur sept infectés sont morts, alors qu‘avec
la souche £. coli B41 deux sur quatre seulement
n‘avaient pas survécu {Contrepois et al., 1978). La
présence de |'antigéne K30 de type A chez E. coli
B44 pourrait expliquer sa virulence plus grande
comparativement a £. coli B41 qui ne posséde pas
d'antigéne capsulaire vrai. L'importance des anti-
genes K de type A dans la virulence, a été
soulignée par Sojka et a/. (1978), Renault et al/.,
(1980} et plus récemment Hadad et Gyles (1982).
Dans la seconde hypothése les anticorps dirigés
contre les antigénes somatiques 0101 de E. coli
B41 seraient associés a la protection et s'ajoute-
raient a celle conférée par les anticorps anti-K99
lors des infections par £. co/i B41. Cependant
Briggs et al. (1951) et Gay et al. {1964) s’accor-
dent & attribuer un role négligeable aux anticorps
anti-O et aucune preuve démontrant leur intérét
n'a été apportée depuis (Moon, 1982). C'est pour-
quoi nous préférons I'hypothése d’une virulence
plus grande de £. col/i B44 en relation avec son
antigéne capsulaire K30. Le titre en anticorps anti-
0101 nettement plus élevé chez les vaches
vaccinées, refléte ia contamination du vaccin par
le LPS de E. coli B41. Il parait trés difficile d'obte-
nir des pili K99 totalement exempts de LPS. Ce
critére de pureté concerne également une conta-
mination possible par le pilus F41 (Morris et al.,
1980a). £. co/i B41, de m&me que la souche infec-
tante B44, portent des pili K99 et F41. En toute
rigueur, la protection vaccinale peut donc &tre due
aux anticorps dirigés contre K99 et F41.

Le titrage des anticorps par séro-
agglutination de £. coli B44 mesure les agglu-
tinines anti-K99 et anti-F41 et éventuellement
des anticorps naturels anti-K30. La méthode
ELISA est plus spécifique. Les anticorps anti-K99
ayant servi a sensibiliser les microplaques sont
obtenus par immunisation de lapins par E. coli
K12 ayant regu le plasmide K99 de £. co/i B41. Ce
transconjugant ne produit pas F41. Par ailleurs, la
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méthode ELISA titre les agglutines anti-K99 mais
également des anticorps non agglutinants. Ces
derniers sont présents en quantités importantes
qguand on les détecte par la méthode indirecte de
Coombs (Contrepois et al., 1978). En définitive, la
vaccination augmente d'environ huit fois le taux
moyen des agglutinines anti-O101 et d’environ
sept fois celui des anticorps anti-K99 (ELISA). Les
réponses anticorps ne sont pas significativement
différentes avec les deux doses vaccinales. L'effet
de la vaccination persiste jusqu’au vélage suivant
puisqu’un taux élevé d'anticorps se maintient dans
le colostrum.

Au plan clinique, I'aggravation observée lors de
I'ingestion d’'une quantité importante de lait par
un veau atteint de colibacillose entérotoxique,
souligne l'intérét de son rempiacement par une
formule hydratante orale.

Enfin si on distingue classiquement chez le veau
une pathologie colibacillaire de type septicémique
et une forme strictement intestinale (Contrepois et
al., 1983), la bactériémie observée chez nos
animaux montre qu’une colibacillose entéro-
toxique peut étre interprétée abusivement comme
étant une septicémie.

En conclusion, les anticorps spécifiques anti-
K99 sont capables de protéger des veaux infectés

Résumé
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par £. coli K99*, TSa*. Compte tenu de l'inhibi-
tion de I'adhérence des ECET K99 aux entérocytes
in vitro, par des anticorps anti-K99 (Girardeau et
al.,, 1980; Morris et al., 1980b) on peut penser
que la protection est due a une inhibition partielle
ou totale de I'adhérence. Cependant |'adhérence
bactérienne aux entérocytes est un phénomeéne
complexe qu'il serait sans doute abusif d’expliquer
uniquement par une interaction entre les pili K99
et la bordure en brosse. Les travaux récents de
Morris et al. (1382) et de Contrepois et al. (1982)
ont conduit & identifier d’autres pili intervenant
dans I'adhérence des colibacilles. Le role d'autres
structures des enveloppes bactériennes, et en
particulier les antigénes capsulaires de type A, ne
doit pas &tre négligé. Pour Hadad et Gyles (1982)
I'antigéne capsulaire K28 d'une souche K99* est
un facteur de colonisation plus important que le
pilus K99. Myers (1982) attribue également un
r6éle majeur aux antigénes capsulaires de type A.
Une formule vaccinale doit donc viser a assurer
une protection contre toutes les structures bacté-
riennes susceptibles de favoriser la colonisation de
I'intestin gréle par les ECET.

Recu, le 3 janvier 1984.
Accepté, le 18 mai 1984.

Les anticorps colostraux de vaches vaccinées avec £. col/i B41 (0101: K99, F41) protégent compiéte-
ment es veaux infectés expérimentalement avec £. col/i B41. Afin de préciser le rdle protecteur des anti-
corps dirigés contre K99 et F41, les veaux recevant le colostrum de vaches vaccinées avec E. coli B41
sont infectés avec £. co/i B44 (09: K30: H™, K399, F41). La vaccination multiplie par sept le titre des
anticorps anti-K99 dans le colostrum. Chez les veaux infectés par E. co/i B44, les anticorps anti-(K99 +
F41) protégent complétement trois veaux sur six seulement. L'effet additif d’anticorps dirigés contre
K99 et d'autres antigénes de surface de £. coli entérotoxinogéne semble souhaitable afin d'obtenir une
protection plus compléte.
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