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en Algérie

A. Mohamed Ou Said !, M. Contrepois 2

MOHAMED OU SAID (A.), CONTREPOIS (M.), DER VARTANIAN
(M.), GIRARDEAU (J.P.). Facteurs et marqueurs de virulence de souches
Escherichia coli isolées de diarthées chez des veaux agés de 4 a 45 jours en
Algérie. Revue Elev. Méd. vét. Pays trop., 1994, 47 (2) : 169-175

L’étude a porté sur 492 souches Escherichia coli isolées de matieres
fécales de 44 veaux diarrhéiques et de 4 veaux sains dans sept
wilayates d’Algérie (Tipaza, Ain Defla, Bejaia, Borj Bou Arreridj,
Bouira, Médéa et Alger). Les auteurs ont recherché les protéines de
surface K99, CS31A, Vir, F17 (FY), 20K et certains facteurs ou mar-
queurs de virulence tels que la production de colicines et en particu-
lier de la colicine V, du sidérophore aérobactine, de I’o. hémeolysine et
de Pentérohémolysine, et la fréquence de certains sérogroupes 0.
Enfin, on a évalué la résistance des souches Escherichia coli a 10 anti-
biotiques. Les résultats montrent que la majorité des veaux diar-
rhéiques sont colonisés par des Escherichia coli exprimant un ou plu-
sieurs facteurs de virulence et que les souches qui produisent
I’antigéne CS31A sont le plus souvent résistantes 2 4 ou 6 antibio-
tiques.

Mots clés : Bovin - Veau - Diarrhée - Escherichia coli - Pouvoir
pathogéne - Souche - Protéine - Antigéne - Antibiotique - Sérologie -
Algérie.

INTRODUCTION

Différentes protéines de surface conférent aux Escheri-
chia coli entéropathogénes des propriétés d’attachement
leur permettant d’adhérer aux entérocytes et de coloniser
l'intestin (3). Cette propriété, associée a d’autres facteurs
de virulence comme la production d’entérotoxines ou de
cytotoxines explique, pour une large part, le pouvoir
pathogéne des différents pathotypes de Escherichia coll.
Pour caractériser les souches de Escherichia coli isolées
chez les veaux atteints de diarrhées en 1990-1992, on a
recherché les facteurs d’attachement K99 (27), F41 (20),
Vir (26), F17 (16), 20K (1) et CS31A (14) ainsi que
d’autres non identifiés a ce jour. Pour compléter cette
étude, d’autres facteurs ou marqueurs de virulence ont
été étudiés : la production de colicines et en particulier de
la colicine V, de I'aérobactine, de I'ac. hémolysine et de
Pentérohémolysine. Enfin, on a identifié quelques séro-
groupes 0 et étudié la résistance des souches Escheri-
chia coli a différents antibiotiques.
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MATERIELS ET METHODES

Souches bactériennes

Lors de passages dans des élevages, un prélévement de
matiéres fécales a été effectué chez des veaux diar-
rhéiques et quelques veaux sains. Les veaux étaient
agés de 4 a 45 jours, la majorité ayant entre 20 et 30
jours. Aprés dissémination sur gélose Mac Conkey
(milieu sélectif pour entérobactéries), 10 & 12 souches de
Escherichia coli ont été purifiées et identifiées sur gale-
ries API 20E (La Balme les Grottes, France).

L’étude a porté sur 492 souches E. coli isolées chez 48
veaux diarrhéiques dont 2 veaux nouveau-nés d'une
vache d’'importation en attente dans un lazaret, répartis
dans différentes régions d'Algérie (Ain Defla, Bejaia
Médéa, Bordj Bou Arréridj, Tipaza, Bouira et Alger). Les
colibacilles de la microflore fécaie de 4 veaux sains ont
également été étudiés. ‘

Recherche des antigénes de surface K99,
CS31A, Vir, F17 (FY) et 20K

Les bactéries cultivées en boites de Pétri & la surface
d'un milieu Minca gélosé (13) sont recueillies dans 2 mi
d’eau physiologique. Apres chauffage a 60°C (28) et cen-
trifugation, le surnageant est soumis a une €électrophore-
se en gel de polycrylamide en présence de SDS (15).
Les marqueurs de poids moléculaire sont ceux du kit de
calibration (Pharmacia Low Molecular Weight). Aprés
coloration a I'argent, les bandes protéiques qui apparais-
sent a 18,5 kDa, 20 kDa, 21 kDa et 29 kDa correspon-
dent respectivement aux sous-unités des antigénes K99,
Vir ou 20K, F17 et CS31A. Ce résultat est complété par
l'identification immunologique de:ces protéines a l'aide
d'anticorps spécifiques selon la technique d’immuno-
empreinte sur filtre.

Recherche de la production de collcmes
et de la colicine V

La recherche des colicines est effectuée selon la tech-
nique de la double couche (12). Les bactéries sont culti-
vées en “spot” a la surface d'un milieu de Luria gélosé.
Aprés 24 h de culture a 37°C, les bactéries sont lysées
par les vapeurs de chloroforme pendant 30 min a 37°C.
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Aprés aération, on coule une nouvelle couche de gélose
molle (0,7 p. 100 d’agar), pré-ensemencée par une
souche de E.coli K12 sensible a toutes les colicines.
L’inhibition de la croissance de la souche sensible aux
colicines se traduit par des zones claires autour du “spot”
aprés 24 h d’'incubation a 37°C.

La recherche de la colicine V est réalisée uniguement
chez les souches colicinogénes. On utilise comme
souche indicatrice un mutant spontané défectif pour le
récepteur de la colicine V. Les souches qui produisent la
colicine V sont celles qui n’inhibent pas la souche résis-
tante. Certaines souches Col V* peuvent éventuellement
produire d’autres colicines.

Recherche de la production d’aérobactine

La synthése du sidérophore de type hydroxamate (aéro-
bactine) est mise en évidence par la technique de
CSAKY (7) modifiée par DER VARTANIAN (8). Aprés
culture des bactéries dans un milieu M@ (Prolabo) pauvre
en fer pendant 24 heures a 37°C puis centrifugation &
3 000 tours pendant 10 min, on recueille 200 p! du surna-
geant de culture auquel on ajoute 30 pl de la préparation
suivante : 121 mg de Chrome Azurol SLC (Aldrich) dans
60 ml d’eau bidistillée a laquelle on ajoute 0,5ml d’'une
solution a 20 pM de FeC13 et 10mM d’HCI ; apres agita-
tion pendant 10 min, on ajoute 146 ml d’héxadécyltrimé-
thylammoniumbromide (Aldrich) mélangés a chaud dans
40 ml d’eau bidistillée. Un virage du vert a une coloration
orange ou jaune traduit la présence du sidérophore de
type hydroxamate.

Recherche de I'hémolysine et de
I’entérohémolysine

La recherche de I'hémolysine et de I'entérohémolysine a
été réalisée par la méthode d’observation de la zone
d’hémolyse autour des colonies aprés croissance sur
milieu gélosé Blood Agar base additionné de 5 p. 100 de
sang de mouton. La recherche de Fentérohémolysine a
été effectuée selon la méthode de POHL et al. (23).

La recherche des sérogroupes 0

La recherche des sérogroupes 0 (01, 02, 04, 06, 07, 08,
015, 018, 075, 078) a été effectuée selon la technique
d'immuno-empreinte sur filire a l'aide d'antisérums spéci-
fiques (Difco). Les extraits ‘obtenus aprés chauffage a
80°C pour 'étude des antigénes de surface sont déposés
_sur des filtres de nitrocellulose. Aprés incubation avec
des anticorps de lapin anti-0, les immunoglobulines
fixées par les antigénes 0 sont reconnues par un anti-
corps anti IgG de lapin marqué a la péroxydase. L’activité
enzymatique est révélée en présence d’H,0, et d'o. chlo-
ronapthol.
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Recherche de I’antibiorésistance

L'antibiogramme a été effectué a I'aide de la méthode
des disques (Institut Pasteur de Paris) sur milieu de
Mueller Hinton gélosé. La surface de la gélose est ense-
mencée en la couvrant d’une dilution au 1/300 d’'une cul-
ture de 18 h sur bouillon nutritif (Difco). Aprés élimination
de 'excés de liquide et séchage de la surface de la gélo-
se, les disques sont déposés. La lecture a lieu aprés 24 h
d’incubation & 37°C. On a étudié la résistance aux dix
antibiotiques suivants : ampicilline (10 pg), kanamycine
(30 pg), oxytétracycline (30 pg), colistine (50 pg), genta-
micine (15 pg), acide nalidixique (30 pg), chloramphéni-
col (30 pg), triméthoprime (5 ug), sulfamides (200 pg), et
streptomycine (10 pg).

RESULTATS

Le tableau | montre I'absence de souches E. coli K99
dans 'ensemble des élevages. La présence de souches
de E. coli K99 a été mise en évidence uniquement chez
un veau agé de 4 jours né dans un lazaret d’'une vache
issue d’une importation récente. Des souches Escheri-
chia coli produisant les antigénes CS31A, Vir, F17, 20K
ont été identifiées. En effet, 61 Escherichia coli portent

TABLEAU I Fréquence des antigénes de surface (pili) parmi '
les souches Escherichia coli isolées de diarrhées chez les veaux |
en Algérie.

Fimbriae
- F17 . 1
Régions (Fy) CS31A 20K Vir Autres
"IN (p. 100} | N (p. 100)| N (p. 100) | N (p. 100) | N {p. 100)

Ain Defla |
N=104. 2 @ |1 () |10 10y (16 (19)
Médéa

N=116 45 (39) |11 (10) |13 (11) |19 (16)
Bejaia

N=40 | 8 (20
Bordj B.A.

N=47 19 (19) 25 (53) |7 (15)
Tipaza? |

N=133 |1 (1) 13 (10) 72 (54)
Bouira

N=23 . ‘ 11 (48)
Alger ‘
N=29 13 (450 |9 31) |3 (10) |7 (24)
TOTAL

N=492 (10 (2) 1|60 (12) |68 (14) (33 (7) [125 (25)

N : nombre de souiches. }
1: pili non encore décrits de poids moléculaires apparents 18, 19, 19,5 ou
21 KDa;

2: en plus de ces 133 souches 21 souches Escherichia coli K99* ont été '

isolées chez un veau mort de diarrhée & I'dge de 4 jours alors qu'il était en -
observation dans un lazaret de Chéraga (Tipaza). '
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lantigéne CS31A (soit 12 p. 100) et 33 'antigéne Vir (soit
7 p. 100). Le pilus 20K est présent chez les souches iso-
lées dans toutes les wilayates sauf Bouira (soit 14 p.
100). Dix souches portent I'antigéne F17 (soit 2 p. 100).
Les souches CS31A sont présentes en majorité chez les
veaux diarrhéiques des régions de Médéa, d'Alger et de
Ain Delfa. Les souches F17 ont été isolées dans les
wilayates de Bordj Bou Arreridj et de Tipaza. L’étude
électrophorétique a aussi révélé la présence de bandes
protéiques de poids moléculaires 18, 19,5 ou 21 kDa
(tabl. 1, 1) correspondant probablement & des pili d’atta-
chement non encore décrits. Ces pili (18, 19,5 ou 21
kDa) sont présents parmi les souches Escherichia coli
isolées dans plusieurs régions d’Algérie (25 p. 100) avec
une fréquence élevée au niveau de la wilaya de Tipaza
(54 p. 100).

Les productions d'aérobactine et de colicines, tout parti-
culigrement de la colicine V, sont largement répandues
parmi les souches de Escherichia coli isolées des veaux
malades dans les wilayates de Médéa, Bejaia, Bordj Bou
Arreridj et Tipaza (tabl. 1l). Le sérogroupe 07 est le plus
fréquemment observé. il est isolé dans toutes les
wilayates. Le sérogroupe 015 est également assez fré-
quent. Le sérogroupe 08 est souvent associé aux
souches de Escherichia coli CS31A*. L'étude des mar-
gueurs de virulence (tabl. Ill) parmi les Escherichia coli
produisant des pili d’attachement monire que les souches
de Escherichia coli CS31A produisent souvent I'aérobac-
tine (37 sur 61 soit 61 p. 100) et 5 sont colicinogénes.
Celles produisant le pilus Vir produisent également
I'aérobactine (16 sur 19, soit 84 p. 100). Enfin, parmi les
souches 20K, peu produisent I'aérobactine. La production
de 'hémolysine o et de I'entérohémolysine est peu fré-
quente. Elle concerne seulement 9 souches CS31A
(15 p. 100), 4 souches Vir (21 p. 100), 3 souches 20K
{4 p.100) et 3 autres souches piliées (3 p. 100).

Les antibiogrammes mettent souvent en évidence des
multirésistances. Les souches qui hébergent 'antigéne
CS31A sont le plus souvent résistantes & 4 ou 6 antibio-
tiques. Si I'on considére maintenant les résultats obtenus
pour chaque veau (tabl. 1), il apparait que 1 ou plusieurs
facteurs ou marqueurs de virulence ont été identifiés
chez les colibacilles isolés de la plupart des veaux
malades. Par opposition, chez les 4 veaux sains (n°4, 5,
6, 7, wilaya de Tipaza), les facteurs ou marqueurs de
virulence étaient totalement absents chez les veaux 4, 5
et 6. Chez le veau 7, seulement 2 des 10 souches E. coli
étudiées produisaient la protéine 20K.

DISCUSSION

Les résultats de cette étude soulignent 'absence de coli-
bacilles entérotoxinogénes K99+ dans les différents élé-
vages. Cependant, des souches E. coli K99+ ont été iso-
lées des matiéres fécales d’'un veau né d’une vache
issue d’une importation récente et en observation dans
un lazaret. Ce veau est mort a 'age de 4 jours en état de
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déshydratation. Ce résultat confirme les conclusions
d’'une étude antérieure (19) et celie de MARTEL et al.
(17). En effet, les colibacilles entérotoxinogenes (K99+)
conduisant a la mort par déshydratation affectent surtout
les veaux de moins de 5 jours. Il est encore prématuré de
conclure définitivement a 'absence de colibacilles K99+
dans d’'autres élevages. En revanche, lidentification de
souches E. coli K99+ a partir d’animaux importés appelte
a une surveillance et a un suivi pour les diarrhées coliba-
cillaires chez les veaux issus de génisses placées dans
un lazaret a leur arrivée en Algérie.

Les protéines CS31A, Vir, F17 et 20K, identifiées dans
cette étude, ont été décrites et associées a différentes
pathologies colibacillaires du veau. Ainsi, CS31A est sou-
vent produit par les colibacilles isolés de septicémies (4,
17) ou de gastro-entérites avec ataxie (11). L'antigene Vir
décrit initialement par SMITH (27) provenait de souches
de E. coli invasives produisant la toxine Vir. Cette dernié-
re est maintenant décrite sous I'appellation CNF2 (cyto-
hecrotizing factor) (10) parmi les souches E. coli isolées
de diarrhées ou de septicémies bovines (21). Les
souches E. coli F17* (anciennement Fy) produisent aussi
'antigéne K99 lorsqu’elles sont entérotoxiques (4). Ce
n‘est pas le cas dans cette étude et la virulence des
souches E. coli F17+, K99 reste a préciser. Des souches
de E. coli CS31A* ou F17+ ont été isolées également au
Japon (25). Ces auteurs ont montré qu’elles provoquent
expérimentalement des septicémies mortelles chez les
veaux dont I'intestin est colonisé par des colibacilles
entérotoxinogénes. Enfin, les souches E. coli de référen-
ce ayant conduit a l'identification des fimbriae 20K prove-
naient de veaux diarrhéiques (1). Ces fimbriae, qui confé-
rent des propriétés d’attachement aux entérocytes, sont
des facteurs de colonisation de I'intestin du veau. |
convient aussi de noter que les fimbriae 20K sont sou-
vent produites par les souches E. coli CS31A* (6). Dans
cette étude, 2 souches E. coli 20K* ont été identifiées
chez un veau sain, mais elles étaient sous-dominantes
dans la flore colibacillaire fécale.

L’aérobactine qui permet a E. coli de capter le fer lié a la
transferrine ou a la lactoferrine pour sa croissance in
vivo, favorise également la colonisation de lintestin (9),
point de départ pour des septicémies aprés translocation
de Escherichia coli hors de l'intestin. Les colicines ne
sont pas des facteurs mais des marqueurs de virulence.
Les génes plasmidiques codant pour I'aérobactine sont
souvent associés sur un méme plasmide a ceux codant
pour les colicines (24, 29). Enfin, si I'activité cytotoxique
directe de I'némolysine n'est pas clairement établie, cette
derniére est toujours associée a la production de la cyto-
toxine CNF1 (23).

En prenant comme base les diverses données sur les
facteurs et marqueurs de virulence, les résultats obtenus
au cours de cette enquéte montrent que la quasi-totalité
des veaux diarrhéiques sont colonisés par des souches
E. coli exprimant un ou plusieurs facteurs ou marqueurs
de virulence. Les antigénes de surface CS31A, Vir, K99,
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TABLEAU II Facteurs et marqueurs de virulence et antibiorésistances tdenttﬁes parmi les souches de Escherichia coli isolées chez

chacun des veaux, dans les différentes wilayates.

Régions | yagveaux | Fimbriae Agg%?ggge Enﬁ'g{gﬁéniggs?ne Serog(goupes Résistance aux antibiotiques
Ain 1 Vir/20 K ‘015 Kan, Str, Suf, Tet
2 20K 015 Kan, Amp, Str
Defla 3 Vir Tet
4 Col oHly, Ent-Rly 015
5 CS31A aHly t 8; Cmp, Kan, Tet
6 CS31A oHly 015 Cmp, Kan, Tet
20K
7 Vir 02
19kDa 07
8 Vir Ent-Hly ‘ 07 Kan, Str, Suf, Tet
19kDa 015
9 Vir 07 Kan, Str, Suf, Tet
10 18kDa oHly 07 Cmp, Kan, Str, Suf, Tet
Alger 1 SOS%A ColV Cmp, Kan, Str, Suf, Tet
2 Vir/20 K oHly 07 Amp
3 Vir/20 K Tet
4 CS31A Aéro 08 Cmp, Kan, Str, Suf, Tet, Amp
Médéa 1 CS31A Aéro 07 Cmp, Kan, Str, Suf, Tet, Amp
2 Vir ‘ Aéro Ent-Hly 015
Col
3 \C/)SS1A Ent-Hly Tet
ir
4 20 K Col V Ent-Hly 078 Kan, Tet
5 20K ‘ Aéro Ent-Hly 078
ColV o ‘
6 CS31A Aéro 8?5 Str
7 CS31A Ent-Hly .07 Cmp, Kan, Str, Suf, Tet, Amp
8 CS31A Ent-Hly, oHly 07
"9 CS31A Ent-Hly 07
10 CS31A Ent-Hly 8;
11 CS31A Ent-Hly, oHly 07
Bejaia 1 Col V Ent-Hly 07 Str, Suf, Tet
oHly 08
2 Ent-Hly ‘ Tet
3 Col V Ent-Hly, aHly
4 20K Col vV Ent-Hly Tet, Amp
Borj Bou 1 20 K Aéro 078 Kan, Str, Suf, Tet
Arreridj 2 20K Aéro 078 Str, Suf, Tet, Amp
3 20K Aéro 078 Kan, Str, Suf, Tet
: 4 Vir/20 K Aéro 078 Kan, Str, Suf
Tipaza 1 ColV 02
. 015
2 Col V oaHly 02 Tet
078
3 F17 015 Tet
4* 015 :
5* 015
6" 015
7* 20 K 015
8 20K Aéro 015 Tet
ColV 078
06
9 oHly 02
10 ColV oHly 02 Tet
11 K99 Ent-Hly 018 Cmp, Suf, Str, Tet, Amp
12 20K Agro 018 Cmp, Suf, Str, Tet, Amp, Tmp, NaIr
Bouira 1 18 kDa Kan, Str, Suf, Tet, Amp
2 Aéro oHly Str, Suf, Tet
Ent-Hly j
3 Col - 07
015 Str, Tet

* Témoins veaux sains.
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TABLEAU III Facteurs et marqueurs de virulence et antibiorésistances associés aux souches Escherichia coli CS31A°, Vir*, F17+, K99*

et 20 K. ‘
Colicines . . Hémolysine a et/ou L
et/ou Col V Aérobactine entérohémolysine Résistance aux
antibiotiques *
N (p. 100) N (p. 100) N (p.100)
E. coli
Cmp, Kan, Str,

CS31A 5 (8) 37 (61) 9 (15) Suf, Tet, Amp
N =61
E. coli - .
Vir 1 (5) 16 (84) 4 (21) Kan, Str, Suf, Tet
N=19
E. coli
F17 Tet
N=10
E. colf* Kan, Str, Suf, Tet,
K99 Am
N = 21 P
E. coli
20 K 6 ©) 21 (30) 3 4) Ran, Str, Suf, Tet,
N = 69 P
E. coli T
avec Kan, Str, Suf, Tet,
autres pili 2 &) 10 8) 8 (3) Amp
N=118

' Amp = ampicilline ; Kan = kanamycine ; Tet = oxytétracycline ; Cmp = chloramphénicol ; Tmp = triméthoprime ; Suf = sulfamides ; Str = streptomycine.
2 Souches Escherichia coli isolées chez un veau mort de diarrhée a I'age de 4 jours alors qu'il était en observation dans un lazaret.

F17 et 20K ont été identifiés parmi les souches E. coli
provenant respectivement de 12, 10 et 13 veaux diar-
rhéiques isolément ou parfois en association, soit au total
chez 33 des 44 veaux diarrhéiques. La production de
colicines ou de colicine V est observée parmi les souches
de E. coli isolées de 25 veaux diarrhéiques et celle de
'aérobactine a partir de 12 veaux diarrhéiques. L’hémoly-
sine o ou I’entérohémolysine est produite par des
souches de E. coliisolées de 18 veaux diarrhéiques. Par
opposition a ces résultats, ies souches de E. coli, isolées
des matiéres fécales de 4 veaux sains de la wilaya de
Tipaza, ne possédent pas ou peu les facteurs ou mar-
queurs de virulence. Seulement 2 des 10 souches E. coli
chez le veau 7 produisaient les fimbriae 20K. Enfin, les
résistances aux antibiotiques sont largement répandues.

Pour compléter cette étude, les travaux en cours visent a
identifier les cytotoxines produites par les souches de E.
coli. Celles produisant les fimbriae Vir synthétisent vrai-
semblablement la toxine CNF2 puisque les génes Vir et
CNF2 sont généralement associés sur un plasmide Vir
(26). De méme, parmi les souches hémolytiques, une
partie produit vraisemblablement la toxine CNF1 puisque
cette derniére est décrite a ce jour exclusivement en
association avec la production d’hémolysine (2, 23).
Enfin, les Vérotoxines de type Shiga like sont souvent

décrites chez les souches E. coli isolées de lintestin de
veaux agés de 1 jour a 3 mois et souffrant de diarrhées
parfois associées a des troubles pulmonaires ou atticu-
laires (22). Cette cytotoxine pourrait donc également
expliquer la virulence de certains’ colibacilles isolés de
veaux malades. Pour connaitre de facon encore plus
compléte I'étiologie infectieuse des diarrhées des veaux,
il faut également associer, a I'’étude des colibacilles, celle
des virus (rotavirus, coronavirus) et des parasites (crypto-
sporidies).

En conclusion, les résultats de cette étude indiquent que
divers facteurs ou marqueurs de virulence peuvent expli-
quer une éticlogie colibacillaire pour les diarrhées des
veaux agés de 4 a 45 jours. Il serait aussi utile de recher-
cher les souches E. coli K99* chez les veaux diar-
rhéiques qui naissent dans les lazarets. L’étude en cours
de réalisation pour identifier les cytotoxines, caractériser
de nouvelles protéines impliquées dans I'attachement
aux entérocytes et la recherche des virus et des para-
sites, devrait permettre de hiérarchiser 'importance des
différents agents étiologiques responsables des diar-
rhées du veau en Algérie. L’identification des fimbriae
impliquées dans Pattachement des colibacilles entéropa-
thogenes est un préalable indispensable pour mettre au
point une vaccination anti-attachement. Par ailleurs, cer-
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tains facteurs de virulence comme les toxines sont com-
muns aux souches de E. coli pathogénes chez 'homme
et 'animal. Le risque de zoonose étant possible, des
retombées en santé humaine sont envisageables.
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El estudio se llevo a cabo sobre 492 cepas de Escherichia coli aisladas
de materias fecales de 44 terneros diarreicos y de 4 terneros sanos,
en 7 “wilayates” de Argelia (Tipaza, Ain Defla, Bejaia, Borj Bou
Arreridj, Bouira, Medea y Argel). Se buscaron las proteinas de
superficie K99, CS31A, Vir, F17 (FY), 20K, asi como ciertos factores
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