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INTRODUCTION

En 1971, HW. Smith décrit la
souche d’Escherichia coli H19 qui
avait été isolée en 1967 a partir des
selles d’un nourrisson souffrant de
diarrhée. Cette souche appartient
au sérotype 026:K60:H11. Elle
contient trois plasmides; le premier
code pour la résistance aux sulfa-
mides et a la streptomycine, le
deuxieme code pour la production
d’une colicine et le dernier pour la
production d’une entérotoxine.
- L’activité biologique de cette toxine
est semblable a celle de la toxine
thermolabile (ou LT) des coliba-
cilles entérotoxinogénes classiques.
Toutefois elle se différence de la
toxine LT en ce que son activité
n’est pas neutralisée par un sérum
anti-LT (Smith H.W. et Linggood,
1971). De plus, alors que la toxine
LT est cytotonique pour les cellules
Vero, la toxine de la souche H19 les
détruit (Konowalchuck et al, 1977).
Elle fut appelée des lors vérotoxine.

La vérotoxine est produite par des
souches colibacillaires d’origine hu-
maine ou animale (Konowalchuck et
al., 1977). Trés tdt, des essais de
neutralisation et des essais biolo-
giques ont montré qu’il existe au
moins trois types de vérotoxines dif-
férents (cfr tableau 1). La toxine
VT-1 est trés proche de la toxine
produite par la souche de Shigella 60
R (O’Brien et al., 1982). D’ou elle
fut désignée comme «Shiga-like»
toxine ou SLT-I. Par analogic la
toxine VT-1I fut désignée comme
SLT-II et une troisi¢me vérotoxine :
VT-II v fut désignée comme SLT-II
v (Scotland er al., 1985. Marques et
al., 1987).

Chez P'homme les colibacilles qui
produisent les vérotoxines T et TI
sont responsables des syndrémes
hémolytiques urémiques et de co-
lites hémorragiques (Revue par Ka-
mali, 1989). Chez le porc, les
souches productrices de la toxine
VT-11 v sont responsables de la ma-
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RESUME

Septante souches de VTEC (Vero-
toxigenic E. coli sont décrites.
Elles proviennent de veaux agés
de un jour a trois mois souffrant
de diarrhée. Cingquante-quatre
souches répondent a la sonde cor-
respondant aux genes de la toxine
SLT-l, huit souches répondent a la
sonde SLT-ll et huit souches ré-
pondent simultanément a SLT-| et
a SLT-lIl. Aucune n’est reconnue
par les sondes STaP, STaH, STb,
LTp, LT-II, INV, EAF, K99, F41, K88
ni 987P.

Elles appartiennent aux groupes
sérologiques 05; 08; 09; 015; 020;
026; 0101; 0111; 0113; 0118;
0128; 0138; 0171 ou ne sont pas
typables.

Quarante-sept des souches SLT-,
trois des souches SLT-Il et six des
souches SLT-I + SLT-ll produisent
une entérohémolysine {soit 87 %,
38% et 75%). Par contre parmi
100 souches d’E. coli qui ne répon-
dent & aucune des sondes citées,
une seule produit une entérohé-
molysine.
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Tableau 1

Vérocytotoxines des E. coli et Pseudomonas

Toxines Souches productrices Ecsill))(;zzs Propriétés Références
VT-I = SLT-1 H30 de Konowalchuk (026:HI11) Homme  — toxique pour Véro et Hela Konowalchuk ef al., 1977
EHEC 026 Bovin pas pour Y1 O’Brien et al., 1982
EHEC 0157:H7 (souche 933)  Chat - antigénique
souches bovines 026 et 0111 — léthale pour souris
— trés proche de Shiga toxine 60R
— endocellulaire
VT-II = SLT-II EHEC933 (0157:H7) Homme  — exocellulaire Scotland et al., 1985
E32511 (0157:H-) Bovin — non neutralisées par anti H30
bovine 211 Mainil (rough:H7)
VT-Porc E57 E57 (0138:K81) Porc — active sur Véro, pas sur Hela Dobrescu, 1983
— irréguliére sur Y1
— peu antigénique
— non neutralisée par anti-H30
— neutralisée par anti EDP
— non léthale pour la souris
EDP = SLT-IIv.  CPU 330 (0141:'K85’)  Porc — active sur Véro, pas sur Hela Dobrescu, 1983
E68 11 (0141:°K85") — irrégulicre sur Y1 Smith et al., 1983
157KP8 0139:K82) — antigénique Pohl et al., 1989
(0138:K81) — léthale pour la souris
souches des entérotoxémies (Dobrescu) ou non (Blanco)
VT-Pseudomonas  Ps.aeruginosa — thermostable, contrairement Smith et al., 1983

aux précédentes

VT = vérotoxine
SLT = shiga-like toxine
EDP = edema disease principle

Konowalchuk et al., 1977. Infect. Immun. 18,775
O'Brien et al., 1982. Infect. Immun., 35, 1151
Scotland ef al., 1985. Lancet, Oct. 19, 885

Dobrescu, 1983. Am. J. Vet. Res., 44,31
Pohl et al., 1989. Ann. Méd. Vét.,, 133,31
Smith et al., 1983. J. Gen. Microbiol., 129, 3121.

ladie de I'oedéme (Dobrescu, 1983.
Marques et al., 1987). Chez les bo-
vins, leur réle est moins connu. Tou-
tefois, l'inoculation expérimentale
de souches productrices de VI-1 ou
de VT-1I & des veaux privés ou non
de colostrum, provoque des lésions
d’«attachement et d’effacement» au
niveau du colon et I'apparition de
sang et de mucus dans les féces
(Chanter et al., 1984 et 1986. Hall et
al., 1985. Schoonderwoerd et al.,
1988. Wray et al., 1989). Elles méri-
tent donc de retenir attention.

La description de 70 souches d’F.
coli VT-1 et/ou VT-II isolées en Bel-
gique a partir de bovins fait I'objet
de ce travail. De plus nous avons
tenté de préciser si elles répon-
daient a un phénotype facile a dé-
montrer et qui les distinguerait des
souches non toxinogénes. Enfin,
nous les avons comparées aux
souches VT-I et VT-II observées
chez ’homme, afin de déceler une
éventuelle piste épidémiologique.
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MATERIEL ET METHODES

1. Souches étudiées

Trois mille sept cent cinquante-trois
souches d’E. coli ont été testées par hy-
bridation (cfr 2). Elles ont été isolées en
Belgique, entre 1967 et 1990, a partir
des feces ou d’intestins de veaux souf-
frant de diarrhée.

Parmi elles, 147 ont été reconnues par
les sondes SLT-I et/ou SLT-IIL

Septante de ces souches ont été rete-
nues pour une étude plus approfondie.

2. Hybridations

On a recherché par hybridation sur co-

lonies an moyen de sondes d’ADN mar-

quées au P32, la présence des génes qui

codent pour :

— les - entérotoxines :
STb, LTp et LTIIa

— les cytotoxines : VT-I (ou SLT-I) et
VT-II (ou SLT-II}

— les adhésines : K99, F41, 987P et
EAF

STaP, STaH,

— la propriété INV (Mainil et al., 1989
et 1990 Boileau ef al., 1984. Nataro et
al., 1985).

Les sondes sont présentées au tableau 2.

3. Sérotypie

Les antigénes O ont été recherchés par
agglutination lente en tube de cultures
en bouillon des bactéries, chauffées a
100 °C pendant 1 h. (Sojka, 1956). Nos
résultats ont été contrdlés par 7. et 1.
@rskov (Statens Serum Institut — Co-
penhagen) qui ont également déterminé
les antigénes K et H de nos souches.

4, Biotypie
Les biotypes ont été précisés au moyen
de galeries API-50 CH.

5. Colicine

La production de colicines a été détec-
tée en utilisant les méthodes de Frédé-
ricq (Frédéricq, 1957).



Tableau 2
Dérivation des sondes génétiques utilisées

Nom Nom Endonucléase(s) Taille Souche Espéce

de lasonde  du plasmide a utiliser de lasonde d’origine d’origine
STaP pRIT10130  Hinf 1 157pb P310 porcine
STaH pRIT10250 EcoR1 540pb CRL25090  humaine
STb pRAS1 Hinf1 460pb P307 porcine
LTp pEWD299  Hind 11 800pb P307 porcine
K99 pFK99 Hpal 1700pb B41 bovine
K88 pMKO005 EcoR 1 1300pb G7 porcine
987P pPK150 Hpal+ Bglll 1100pb H868 porcine
F41 pDGA17 Pst1 + Hinc 11 700pb VAC 1676  porcine
LTIIa pCP2725 Hind 11 + Pst 1 800pb SA53 buffle d’eau
SLT-1 pJN37-19 BamH 1 1142pb 933 humaine
SLT-II pNN111-19  Pst1 842pb 933 humaine
INV pS4033 EcoR 1 17kb M90T humaine
EAF pPMAR22 BamHTI + Sal 1 1000pb E2348/69 humaine

6. Hémolysine

La production d’hémolysines a été re-
cherchée aprés ensemencement et incu-
bation & 37 °C sur trois milieux diffé-
rents :

1. brain heart infusion Difco (BHI) ré-
parti en tube a raison de 10 ml, pré-
chauffé¢ a 37 °C. Le milieu est ense-
mencé par 0,1 ml d’'une culture de la
souche a tester cultivée pendant une
nuit dans le méme bouillon. La
culture est incubée pendant 6 h. puis
on y ajoute 50 ml de sang défibriné
de mouton et on réincube jusqu’au
lendemain.

2. gélose au sang, préparée a partir de
blood agar base Gibco additionné de
"5 % de sang de mouton défibriné (gs).

3. méme gélose additionnée de CaCi2
10 mM et d’érythrocytes de mouton
lavés trois fois en SPT (Na C1 0.15 M,
Na H,PO,.2N,0O 0.008 M, KH, PO,
0.0015 M, pH 7.2) en quantité équi-
valente a 5 % de sang dans le milieu

(gs1)-

Quatre types de réactions sont obser-

vées : :

— hémolyse sur les deux géloses et hé-
molyse en bouillon. Ce phénotype
correspond a la production d’une
alpha-hémolysine  ertra-cellulaire
(Smith HW., 1963)

— apparition d’une hémolyse sur les
deux géloses, mais sédimentation des
globules rouges sans hémolyse dans
le bouillon. Ce phénotype corres-
pond a une béta-hémolysine (Smith
H.W., 1963)

— apparition d’une hémolyse aprés 24
heures d’incubation, uniquement sur
Ia gélose contenant les érythrocytes
lavés. Ce phénotype correspond a
Pentéro-hémolysine (Beutin et al,
1988)

— absence d’hémolyse quel que soit le
milieu utilisé.

A titre de comparaison, la production
d’hémolysine par cent souches d’E. coli
non toxinogénes a été recherchée.

Nos résultats ont été contrdlés par Beu-
tin (BGA, Berlin).

RESULTATS

Un certain nombre des souches pos-
sédent les génes STaP et K99; elles
correspondent aux colibacilles enté-
rotoxinogenes classiques (ETEC)
déja bien connus et ne méritent pas
de commentaires particuliers.

Une vingtaine de souches répondent
a la sonde LT-II a et possédent des
adhésines différentes de celles qui
ont été observées jusqu’a présent
chez les colibacilles des animaux.
Elles ont été désignées comme
«ETEC-like» et décrites précédem-
ment (Pohl e al., 1989).

Nous ne présentons, ici, que les ré-
sultats concernant les E. coli qui ont
répondu aux sondes SLT-I ou SLT-
IL.

IIs sont résumés au tableau 3.

1. Réponses aux sondes

Cinquante-quatre souches ont ré-
pondu & la sonde SLT-I (77 % des
souches SLT+); huit a la sonde
SLT-II (11 %) et huit simultané-
ment & SLT-T et SLT-II (11 %). Au-
cune de ces 70 souches n’est recon-
nue par les autres sondes.

2. Groupes sérologiques

Les résultats sont résumés au
tableau 3. On constate que les
souches se répartissent en au moins
14 groupes O différents dont les plus
nombreux sont 026 (7 souches) et
0118 (9 souches). Seize souches ne
possédent pas d’antigéne H; parmi
les autres, celles qui possedent
I'antigéne H11 (15 souches) ou H16
(13 souches) sont les plus nom-
breuses. Il est vraisemblable que les
souches rough : H11 étaient a l’ori-
gine de type 026:H11, et que les
souches rough H16 étaient & l’ori-
gine de type 0118:H16 (@rskov,
communication personnelle).

Il est & remarquer que nous avions
diagnostiqué 16 souches comme ap-
partenant au groupe 0157 (Poh!l et
al., 1989b). Ces résultats n’ont pas
¢été confirmés par Prskov; en fait ces
16 souches appartiennent a d’autres
sérogroupes.

3. Biotypie et colicinotypie

La biotypie réalisée au moyen des
galeries 50 CH ne permet pas de dis-
tinguer les groupes sérologiques
entre eux.

Trente-huit souches sont colicino-
génes; dans 36 cas la colicine pro-
duite est de type ColV. Les souches
coliconogénes se répartissent parmi
tous les sérogroupes.

4. Hémolysines

Quarante-sept des 54 souches SLT-
I+ (soit 87 %) produisent une en-
térohémolysine. Trois des huit
souches SLT-II+ et six des huit
souches SLT-I/SLT-II + produisent
cette méme hémolysine. Par contre,
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Tableau 3

Sérotypes et hémolysines d’E. coli bovines répondant aux sondes SLT

™ P Réponses .
Référence Sérotype auxps ondes Hémolyse
330589 05:H - SLT-I Ent *
337 05:H - SLT-I Ent
339 05:H - SLT-1 -
343 05:K16/Hb SLT-1 —
376 08:H8 SLT-1 -
374 08:KX105:H8 SLT-I -
375 08:KX105:H8 SLT-1 -
320 09:K32:H4 SLT-1I Ent
335 015:H11 SLT-1 Ent
309 020:K57:H19 SLT-Iet IT Ent
31 020:K57:H19 SLT-TetIl Ent
312 020:K57:H19 SLT-1etII Ent
313 020:K57:H19 SLT-TetII Ent
314 020:K57:H19 SLT-Tet IT Alpha
315 020:K57:H19 SLT-TetIl Ent
338 026:H- SLT-I Ent
331 026:H11 SLT-I Ent
332 026:H11 SLT-1 Ent
344 026:H11 SLT-I Ent
346 026:H11 SLT-1 Ent
357 026:H11 SLT-I Ent
379 026:H11 SLT-1 Ent
369 0101:K103:H4 SLT-I —
372 0101:K103:H4 SLT-I -
336 0103:H2 SLT-I Ent
310 0111:H- SLT-TetII Ent
355 0111:H- SLT-I Ent
358 0111:H- SLT-I Ent
323 0113:H4 SLT-1I —
328 0113:H4 SLT-I Ent
324 0113:H21 SLT-1I —
340 0118:H16 SLT-I Ent
341 0118:H16 SLT-I Ent
342 0118:H16 SLT-I Ent
347 0118:H16 SLT-1 Ent
363 0118:H16 SLT-1 Ent
364 0118:H16 SLT-I Ent
365 0118:H16 SLT-I Ent
366 0118:H16 SLT-1 Ent
367 0118:H16 SLT-I Ent
318 0128ac:H- SLT-1I -
321 0171:H2 SLT-II -
345 rough:H- SLT-I Ent
349 rough:H- SLT-I Ent
350 rough:H- SLT-I Ent
351 rough:H- SLT-I Ent
352 rough:H- SLT-I Ent
354 rough:H- SLT-I Ent
356 rough:H- SLT-1 Ent
360 rough:H- SLT-I Ent
322589 rough:H4 SLT-I1 —
317 rough:H2 SLT-II Ent
359 rough:H2 SLT-1 Ent
362 rough:H2 SLT-1 Ent
329 rough:H11 (026 ?7) SLT-I Ent
333 rough:HI11 (026 ?) SLT-1 Ent
334 rough:H11 (026 ?7) SLT-1 Ent
370 rough:H11 (026 ?) SLT-I Ent
371 rough:H11 (026 ?) SLT-1 Ent
377 rough:H11 (026 ?) SLT-1 Ent
380 rough:H11 (026 7) SLT-1 Ent
361 rough:H16 (0118 ?) SLT-1 Ent
368 rough:H16 (0118 7) SLT-1 Ent
373 rough:H16 (0118 ?) SLT-1 Ent
378 rough:H16 (0118 ?) SLT-1 Ent
348 rough:H? SLT-1 Ent
353 07 :HI1- SLT-1 Ent
319 0?:H11 SLT-1 Ent
316 07?:HI19 SLT-TetIl Béta
1459 Non déterminé SLT-1 Ent

* Ent = entéro-hémolysine.

270

elle n’est produite que par une seule
des 100 souches qui n’ont répondu a
aucune des sondes (cfr tableaux 3 et
4).

5. Anamnéses

Nous possédons les anamnéses de
37 des veaux a partir desquels les E.
coli SLT ont été isolées.

Dix-sept d’entre eux étaient agés de
1 & 7 jours; quinze étaient agés de 2
a 3 semaines et cinq étaient 4gés de
1 4 3 mois. Dans tous les cas ils
avaient souffert de diarrhée, parfois
associée a des troubles pulmonaires
ou articulaires.

6. Fréquence des E. coli SLT + et
des veaux infectés

Les proportions des souches SLT +
et les pourcentages des veaux in-
fectés sont présentés au tableau 5.

En moyenne, 3,6 % des veaux exa-
minés portent des E. coli SLT+.

Les pourcentages varient considéra-
blement au cours du temps : de 0 %
en 1977, 1979 et 1982 a4 12 % en
1984.

DISCUSSION

L’infection de veaux par des souches
de colibacilles SLT+ a été démon-
trée dans différents pays d’Europe
et d’Asie (revue Karmali, 1989). Elle
existe également en Belgique depuis
au moins 1967 (ce travail ; Pohl et
al., 1989¢c). En fait elle y est endé-
mique et le nombre des cas diagnos-
tiqués est probablement trés infé-
rieur au nombre réel. Ils ne reflétent
vraisemblablement qu’une partie de
la prévalence réelle de l'infection.
En effet, jusqu’a présent nous ne
possédions pas de milieu de dia-
gnostic présumé qui permette de dé-
tecter les colibacilles SLT+ parmi
une flore saprophyte banale. Dans
bien des cas, ces germes représen-
tent moins de 10 % de la flore coli-
bacillaire fécale des malades (Smith
H.R. et al, 1987). Or nous avons
examiné au plus cinqg souches par
échantillon. Bon nombre de souches




Tableau 4
Types d’hémolysines produites par les souches d’Escherichia coli SLT + et
par des souches ne répondant a aucune des sondes

Hémolysines

Réponses Nombre

aux sondes de souches Alpha Béta Entéro Absence
SLT-I + 54 — 47 (87 %) 7
SLT-II + 8 - - 3 5
SLT-IetIl + 8 1 1 6 -
Aucune (a) 100 - 2 1 97

a = absence de réponse aux sondes SLT-I, SLT-II, STaP, STaH, STb, LTp, LT-II, INV, EAF, K99, F41,

K88 et 987 P.

Tableau 5
Proportion de souches d’E. coli SLT + et de veaux chez lesquels
de telles souches ont été isolées

Nombres de souches

Nombre de veaux

Périodes
Testées SLT+ Testées SLT+ (%)
Fin 1967/
début 1968 419 12 396 12 (3 %)
1977 15 - 15 —
1979 51 -~ 13 —
1981 79 1 34 13 %)
1982 112 — 60 -
1983 105 3 60 2(3.3 %)
1984 67 18 43 5 (12 %)
1985 37 1 23 1(4.3 %)
1986 693 19 149 6 (4 %)-
1987 320 17 106 7 (6.6 %)
1988 239 8 126 3(2.4 %)
1989 1058 46 544 27 (5 %)-
1990 558 22 445 8 (1.8 %)
Totaux 3753 147 2014 72 (3.6 %)

SLT+ ont donc di échapper au dia-
gnostic.

Septante-sept pour cent des souches
SLT+ sont de type SLT-1, 11 % de
type SLT-Il et 11 % de type SLT-1+
SLT-II. Elles ne produisent aucune
des entérotoxines connues et ne
produisent non plus aucune des ad-
hésines «classiques» des colibacilles
entérotoxinogénes pour le veau ou
le porcelet.

Elles se répartissent en au moins 14
groupes sérologiques différents qui
peuvent encore étre subdivisés par
la biotypie et la colicinogénie. De
ces points de vue elles forment donc
un groupe tres hétérogéne.

Leur diagnostic est basé sur la mise
en évidence, soit des génes corres-

pondant aux toxines SLT-I et SLT-
11, soit des toxines elles-mémes. Ces
recherches exigent ['utilisation de
sondes d’ADN marquées ou de
cultures de cellules Vero. Toutefois,
comme il existe une trés bonne cor-
rélation entre la production d’une
entéro-hémolysine et la présence
des génes SLT-I, on peut se baser
sur ce phénotype simple a détecter
pour poser un diagnostic de pré-
somption raisonnable.

Ce nouveau type d’hémolysine a été
découvert par Beutin (Beutin et al.,
1988) qui a démontré qu’elle était
associée a la production des toxines
SLT-I et/ou SLT-II (Beutin et al.,
1989 : Beutin et Montenegro, 1990).

Dans notre étude nous avons ob-
servé 16 E. coli SLT-11 (ou SLT-1 +
SLT-II). Neuf d’entre elles soit 56 %
produisent une entéro-hémolysine.
Cette proportion est inféricure a
celles signalées par Beutin. Nous at-
tribuons cette divergence au fait que
les sérotypes des souches qu’il a étu-
diées sont différents des notres.
Toutefois, il semblerait que les E.
coli SLT-II du groupe 0113 ne pro-
duisent pas d’entérohémolysine
(cette étude; Beutin et al., 1989).

On observe également des E. col
SLT+ chez les bovins sains. Mais il
semblerait qu’elles appartiennent
généralement & des groupes sérolo-
giques différents de celles qui sont
isolées chez les animaux malades
(Karmali 1989; Montenegro et al.,
1990). Ces observations demandent
a étre confirmées.

Les E. coli SLT que nous avons pu
typer se répartissent entre 13
groupes O, différents : 05; 08; 09;
015; 020; 026; 0101; 0111; 0113;
0118; 0128; 0138 et 0171. Six de ces
groupes O, a savoir 05; 026; 0111;
0113; 0118 et 0128 ont été égale-
ment observés chez les E. coli SLT
d’origine humaine (Karmali, 1989).
Il est des lors possible que les bovins
puissent étre une des sources de la
contamination de ’homme. Dans
quelque cas ponctuels cette hypo-
these a pu étre démontrée (Borczyk
et al., 1987).
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SUMMARY

Description of 70 bovine Vero-
toxigenic E. coli strains.

Sevenly Verotoxigenic E. coli
(VTEC) strains are described. The
strains were isolated out of diar-
rheal calves aged between 1 day
and 3 months. Fifty four strains did
react with the DNA probe specific

for SLT-l toxin, 8 strains reacted
with the SLT-II probe and 8 strains
reacted simultaneously with both
SLT-1 and SLT-Il DNA probes. No
VTEC strains reacted with the
STaP, STaH, STb, LTp, LT-l, INV,
EAF, K99 (F5), F41, K88 (F4) nor
987P (F6) probes.

The tested VTEC strains belonged
to the serogroups O;; Og; Og; Oys;
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