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INTRODUCTION

Les souches diarrhéogenes d’Esche-
richia coli sont réparties en de nom-
breux groupes selon les combinai-
sons de facteurs ou de propriétés de
virulence qu’elles possedent (revue
par Pohl, 1993). Selon I'espece ani-
male, ces classes ont été ou non ob-
servées. Les souches de chaque
classe appartiennent a un nombre li-
mité de sérogroupes O et K (revues
par Morris et Sojka, 1985; Holland,
1990; Kaeckenbeeck, 1993).

Les souches entérotoxinogenes
d’E. coli (ETEC) provoquent l'ap-
parition de diarrhée chez des ani-
maux nouveau-nés et des enfants
dans les pays en voie de développe-
ment. Ces souches produisent deux

types de facteurs spécifiques de vir-
alence : des entérotoxines thermos-
tables et thermolabiles et des adhé-
sines de type fimbriaire (revues par
Orskov et Orskov, 1984; Morris et
Sojka, 1985; Sussman, 1985). Les
entérotoxines sont divisées en ther-
mostables actives sur Iintestin du
souriceau nouveau-né et soluble
dans le méthanol (STa, avec deux
génotypes : STaP, présent dans des
souches d’origine humaine et ani-
male, dont le porc, et STaH, présent
seulement dans des souches d’ori-
gine humaine), thermostables inac-
tives sur Pintestin du souriceau nou-
veau-né et insoluble dans le
méthanol (STb) et thermolabiles de
type 1 (LT1 avec deux variants anti-
géniques : LTIp produit par des
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Sept cent quatre-vingt-deux souches
d'Escherichia coli isolées d’intestins
de porcelets en Belgique ont été étu-
diées par hybridation suf colonies au
moyen de sondes génétiques pour
des entérotoxines thermostables
(STaP et STb) et thermolabiles (LT1 et
LT2a), pour des adhésines (F4, F5, F6,
F41 et F107), pour des vérocyto-
toxines (SLT1 et SLT2) et pour la pro-
téine intimine impliquée dans I'efface-
ment = des microvillosités ~ des
entérocytes (EAE) afin de déterminer
les pathotypes prévalents parmi les
souches entérotoxinogénes (ETEC),
vérocytotoxinogenes (VTEC) et enté-
ropathogénes (EPEC). Trois cent cin-
quante-huit souches (46 %) étaient
positives avec au moins une sonde.
Les sondes LT2a et SLT1 n‘avaient hy-
bridé avec aucune souche. Cing pa-
thotypes majeurs représentaient plus
de 80% des ETEC (139 souches)

STb+LT1+F4+ (62  souches),
STaP+F5+F41+ (23  souches),
STaP+STb+LT1+F4+F6+ (10

souches), LT1+F4+ (neuf souches) et
STb+ (neuf souches). Parmi toutes les
souches ETEC F4+, un sérotype était
largement majoritaire 0149:K91
(87 %). Le serogroupe 0101 était le
plus représenté parmi les souches
F5+ et/ou F41+ (25%). Les autres
souches ETEC étaient trop peu nom-
breuses que pour étre analysées. Les
souches SLT2+ se répartissaient en
souches VTEC et en souches VTEC/
ETEC, également positives avec des
sondes d’entérotoxines. Pour les unes
comme pour les autres, deux groupes
se distinguaient sur base de Ihybri-
dation avec la sonde F107. En ce qui
concerne les 164 souches VTEC et
VTEG/ETEC, deux sérotypes bien re-
présentés étaient 0141:K85:H4 et
0141:K85:H-. Cependant, ces
sérotypes étaient beaucoup plus fré-
quents parmi les 64 souches ETEC/
VTEC F107+ (78 %) et les 22 souches
ETEC/VTEC F107- (86 %), que parmi
les 24 souches VTEC F107+ (29 %) et
les 54 souches VTEC F107-(37 %). Il
est a remarquer que huit souches non-
ETEC non-VTEC F107+ (20 %) appar-
tiennent aussi a ces deux serotypes.
Tous les sérotypes cités étaient rares
parmi les souches négatives aux
sondes. Les dix souches EAE+ n'ont
pas été sérotypées.



souches d’origine porcine et LTth
produit par des souches d’origine
humaine). Les adhésines fimbriaires
ont re¢u des noms variés, mais sont
actuellement symbolisées par la
lettre F suivie d’'un nombre (CFA1
ou F2, CFA2 ou F3, K88 ou F4,
K99 ou F5, 987P ou F6, F41...). Les
souches ETEC d’origine porcine
provoquent des diarrhées non seu-
lement chez les porcelets nouveau-
nés mais aussi chez les porcelets ré-
cemment sevrés (revues par Morris
et Sojka, 1985; Holland, 1990; Fair-
brother, 1993).

Selon la combinaison des toxines
thermostables produites (STa et
STh), les souches ETEC porcines
ont été réparties en trois classes : les
souches de la classe 1 produisent la
toxine STb, celles de la classe 2 la
toxine STa et celles de la classe 3 les
deux toxines thermostables (Whipp
et al, 1981; Harnett et Gyles,
1983). Ces trois classes peuvent étre
subdivisées selon la production ou
non de toxine LT1 et d’adhésines :
les souches associées aux diarrhées
néonatales produisent les adhésines
F4, F5, F6 et/ou F41 tandis que
celles associées aux diarrhées du se-
vrage produisent les adhésines F4,
F107, F«2134» et/ou F«8813» (re-
vues par Morris et Sojka, 1985;
Holland, 1990; Fairbrother, 1993).

Actuellement, les souches ETEC
porcines sont cependant classées en
fonction des types d’adhésines pro-
duites, bien qu'il en existe encore qui
ne possédent aucune des adhésines
actuellement décrites (revues par
Morris et Sojka, 1985; Holland,
1990; Fairbrother, 1993). Des
études par hybridation sur colonies
au moyen de sondes génétiques ont
confirmé lexistence de ces diffé-
rentes classes (Moon et al., 1986;
Monckton et Hasse, 1988; Nagy et
al., 1990; Woodward et al., 1990;
Harel et al., 1991).

D’autre part, des toxines thermola-
biles antigéniquement distinctes
mais biologiquement similaires a la
toxine LT1, sont produites par des
souches isolées a I'origine de buffles
d’eau (Bubalus arnee bubalis) et de
nourriture : les toxines LT2, dont au
moins deux variants (a et b) ont été
décrits (Green et al., 1983; Guth et
al., 1986b). Des souches isolées
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d’humains (voyageurs et enfants),
de buffles d’eau et de bétail se sont
révélées positives phénotypiquement
ou génotypiquement pour ces
toxines LT2 (Guth et al., 1986a; Se-
riwatana et al., 1988; Pohl et al,
1989b). Ces souches n’ont cepen-
dant pas encore été observées dans

'espece porcine a notre
connaissance.
Les souches entérotoxémiques

d’E. coli sont associées & la maladie
de P'cedéme chez des porcelets ré-
cemment sevrés. Elles produisent
une toxine thermolabile active sur
cellules Véro, ou vérocytotoxine
(E. coli vérotoxinogénes ou VIEC),
dénommée dans un premier temps
Edema Disease Principle (EDP)
(Dobrescu, 1983). Cette cytotoxine
est un membre de la famille des
toxines Shiga-like (SLT) (O’Brien et
Holmes, 1987) et est aussi dénom-
mée variant porcin de la toxine
SLT2 (SLT2vp) (Marques et al,
1987). Ces souches VTEC associées
4 la maladie de ’cedéme produisent
une adhésine qui leur permet de co-
loniser P'intestin des porcelets de cet
age, I'adhésine F107 (Bertschinger
et al, 1990; Imberechts et al,
1992).

Certaines souches produisent I'une
ou l'autre des entérotoxines clas-
siques et la toxine SLT2vp (souches
ETEC/VTEC). Ces souches peuvent
étre impliquées dans la maladie de
Icedéme et dans des diarrhées
d’aprés le sevrage. Ces souches
ETEC/VTEC sont aussi positives
pour les adhésines F4, F107,
F«2134» et/ou F«8813» (revue par
Fairbrother, 1993). En fait, il appa-
rait que ces différentes adhésines de
souches VTEC et ETEC/VTEC por-
cines sont des variants antigéniques
d’'une famille d’adhésines de type
fimbriaire (Nagy et al., 1992). Gé-
nétiquement, elles sont trés proches
et peuvent étre détectées au moyen
d’une sonde génétique dérivée du
géne codant pour la sous-unité ma-
jeure de ces fimbriae (Imberechts et
al., 1994). Cette situation semble si-
milaire a celle des adhésines F4 dont
les trois variants antigéniques, F4ab,
F4ac et F4ad, sont détectés par une
sonde génétique dérivée du gene co-
dant pour la sous-unité du fimbriae
de 'un de ces variants (Dykes et al.,
1985).

Enfin, une classe de souches
d’E. coli provoquent ['effacement
des microvillosités des entérocytes :
les souches «attachantes et effa-
cantes» ou souches AEEC ou
souches  entéroeffagantes.  Ces
souches sont bien connues chez
I’homme, chez les bovins, chez le
lapin et ont été décrites chez
quelques autres espéces animales
dont le porc. L’effacement des mi-
crovillosités est sous la dépendance
entre autres d’'un géne (eaeA) qui
code pour une protéine, lintimine,
de la membrane externe des bacté-
ries dont divers variants ont été dé-
crits. Certaines souches AEEC pro-
duisent aussi des vérocytotoxines ou
toxines Shiga-like (= souches
VTEC), d’autres non (= souches
EPEC) (revues par Donnenberg et
Kaper, 1992; Broes, 1993; Fairbro-
ther, 1993; Mainil, 1993; Peeters,
1993; Pohl, 1993).

En plus de produire une combinai-
son particuliere de facteurs de viru-
lence, les souches d’une classe don-
née appartiennent & un nombre
restreint de sérotypes (revues par
Morris et Sojka, 1985; Holland,
1990; Kaeckenbeeck, 1993). Les
données concernant les souches por-
cines ont été récemment revues

(Fairbrother, 1993).

Le but du travail a été d’utiliser des
sondes génétiques pour I’ensemble
de ces facteurs de virulence sur des
souches isolées de porcelets en Bel-
gique afin d’en identifier les patho-
types et de les comparer avec ceux
décrits dans d’autres régions du
monde.

MATERIEL ET METHODES

Sondes génétiques

Les sondes génétiques (Tableau 1) ont
été dérivées de plasmides recombinants
multicopies porteurs de geénes codant
pour une toxine, la sous-unité d’une ad-
hésine de type fimbriaire ou la protéine
intimine impliquée dans I'effacement des
microvillosités des entérocytes (Mainil et
al., 1989, 1990, 1993; Imberechts et al,,
1992). La seule différence était la sonde
pour 'adhésine F4, Un fragment de re-
striction Hind3-EcoR1 de 382 paires de
base correspondant au géne qui code
pour la sous-unité du fimbriae (Moseley,
communication personnelle) a été dérivé




TABLEAU 1

Description des sondes génétiques utilisées

Sonde génétique Plasmide recombinant
Spécificité

Nom Origine Nom Enzyme(s) *
STaP Bovine pRIT10130 Hinf 1 Toxine STaP
STb Porcine pRAS1 Hinf 1 Toxine STh
LTI Porcine pEWD299 Hind 2 Toxines LT1
LT2a Buffle d’eau pCP2725 Hind 3+ Pst 1 Toxine LT2a
F4 Porcine pCURI1 Hind 3 + EcoR 1 Adhésines K88
F5 Bovine pFK99 Hpa 1 Adhésine K99
F6 Porcine pPK150 Hpal3 + Bg 12 Adhésine 987P
F41 Bovine pDGA17 Pst 1 + Hind 2 Adhésine F41
F107 Porcine plH16 Pst 1 Adhésines F107
SLT1 Humaine pJN37-19 Bam H1 Toxine SLTI
SLT2 Humaine pNN11-19 Pstl Toxines SLT2
EAE Humaine pCVD434 Sal 1 + Kpn 1 Intimines

* Endonucléases de restriction a utiliser pour dériver le fragment-sonde & partir du plasmide vecteur.

du plasmide recombinant pMK005 (Ke-
hoe et al., 1981). Le fragment a été sous-
cloné dans le plasmide vecteur pUCI13
pour former le plasmide recombinant
pCUR 1. Ces diverses sondes ont déja
été utilisées par de nombreux auteurs et
sont réputées sensibles et spécifiques vis
3 vis soit des toxines, soit des adhésines
de type fimbriaire. Dans nos conditions
d’hybridation, les particularités suivantes
sont & retenir. La sonde LT1 détecte les
variants porcin et humain de cette toxine
(Moseley et al., 1980) tandis que la
sonde LT2 ne détecte que le variant a
des toxines LT2 (Pickett et al., 1989). La
sonde pour le variant LT2b n’a pas été
utilisée. La sonde F4 détecte les trois
variants antigéniques connus de cette
adhésine, K88ab, KB88ac et K88ad
(Dykes et al., 1985). La sonde SLT2 dé-
tecte les différents variants connus de
cette famille de toxines (revue par Mai-
nil, 1991), dont le variant porcin pro-
duits par les souches associées & la ma-
ladie de Pcedeme (Mainil et al., 1989).
La sonde F107 détecte les différents var-
iants connus de cette famille d’adhésines
produites par les souches asociées a la
maladie de I'cedeme (Imberechts et al.,
1994). La sonde EAE détecte les génes
codant pour I'intimine de souches hu-
maines et animales (Donnenberg et Ka-
per, 1992; Mainil et al., 1993; Pohl et
al., 1993; Mainil et al., 1994)

Souches d’Escherichia coli

Les souches sauvages testées étaient au
nombre de 782. Elles provenaient des
collections de I'Institut National de Re-
cherches Vétérinaires et de la Faculté de
Médecine Vétérinaire. Elles ont été iso-
lées entre 1985 et 1990 d’intestins de
porcelets nouveau-nés ou récemment

seviés (un i trois isolats par porcelet)
avec des signes cliniques ou des ésions
de colibacillose ou de maladie de
Pcedeme. Ces souches ont été conservées
sur milieu Dorset a P'ceuf (Cowan et
Steel, 1993) depuis leur isolement. Cer-
taines ont déja été partiellement étudiées
(Mainil et al., 1989; Pohl et al., 1989c¢).
Les sérotypes et sérogroupes ont €té dé-
terminés 4 P'Institut selon les données de
Sojka (1972) et de Morris et Sojka
(1985). Les souches témoins pour les
différentes sondes génétiques étaient les
souches suivantes :

431 (STaP+F5+F41+),

987 (STaP+STh+F6+),

E2348/69 (EAE+),

1625 (EAE+SLT1+),

211 (SLT2+4),

G7 (SThb+LT1+F4+),

SA 53 (LT2a+) et

107/86 (SLT2+F107+).

Hybridation ADN-ADN sur
colonies

Aprds une croissance de nuit a 37 °C sur
gélose nutritive, les colonies ont été tran-
férées sur des filtres de papier (Whatman
541, Belgolabo, Bruxelles). Le traitement
de ces filtres afin de lyser les bactéries et
de dénaturer 'ADN et les conditions
d’hybridation (63°C, pas de formamide)
ont déja été décrites en détail (Mainil et
al., 1990).

RESULTATS

Hybridation des souches controles

Chaque sonde génétique a hybridé
avec son (ou ses) contrdle(s) posi-

tif(s) et pas avec les contrdles
négatifs.

Hybridation des souches sauvages

Trois cent cinquante-huit souches
d&’E. coli (46 %) étaient positives a
au moins une sonde génétique (Tab-
leau 2). Seuls les g&nes codant pour
Pentérotoxine LT2a et pour la vé-
rocytotoxine SLT1 n’ont pas été
détectés.

Pathotypes des souches positives
aux sondes

Les souches positives aux sondes ont
été divisées en quatre groupes:
ETEC, VTEC, ETEC/VTEC et
EPEC (Tableau 3).

TABLEAU 2
Prévalence des génes codant pour quatre
entérotoxines, cing adhésines, deux
cytotoxines et la protéine intimine parmi
782 souches d’E. coli isolés de porcelets

° 0,

Sonde Nh bh

énétique souches souches
8 positives positives
STaP 47 6 %
SThb 181 23 %
LT1 90 12 %
LT2a 0 —
F4 86 1t %
F5 26 3,3%
Fé 14 1,7 %
F41 31 4 %
Fi07 135 17 %
SLT1 0 —
SLT2 164 21 %
EAE 11 1,4 %




Les souches ETEC sont au nombre
de 139 (18 %). Ce groupe de
souches peut &tre subdivisé en
quatre classes sur base de I'hybri-
dation avec les sondes STaP et STh :
les souches de la classe 1 (80
souches, 10 %) répondent a la sonde

STb (souches STb+); celles de la
classe 2 (31 souches, 4 %) a la
sonde STaP (souches STaP+) et
celles de la classe 3 (15 souches,
2 %) aux deux sondes (souches
STaP+STb+). Quelques autres
souches (13 souches, 2 %) ne sont

TABLEAU 3
Prévalence des pathotypes parmi les 782 souches porcines d’Escherichia coli
Pathotypes N°® souches Séro%;\?gj E Zzg}l}aesss)iques
A) Groupe ETEC
a) Classe 1
STb+LT1+F4+ 62 0149:K91 (53)
STb+F4+ 1 0149:K91
STb+LT1+F4+F107+ 2 0149:K91 (1)
STb+F107+ 4 0149:K85 (2)
0149:K91 (1)
STh+ 9 - F
STb+LT1+ 2 020 (1)
b} Classe 2
STaP+F5+F41+ 23 0101 (6)
STaP+F5+F41+F107+ 1 0101
STaP+F5+ 2 08 (1)
STaP+F41+ 2 --
STaP+F6+ 3 020 (2)
¢) Classe 3
STaP+STb+LT1+F4+F6+ 10 0149:K91
STaP+STb+F4+ 1 09:K"2343"
STaP+STb+F107+ 1 --
STaP+STb+F6+ 1 09:K"'P16"
STaP+STb+ 2 -
d) Autres
LT1+F4+ 9 0149:K91
LT1+ 4 0149:K91 (3)
B) Groupe VIEC
SLT2+F107+ 24 0141:K85:H4 ou H- (7)
0149:K91 (1)
SLT2+ 53 0139:K82 (4)
0141:K85:H4 ou H- (19)
SLT2+EAE+ 1 0141:K85:H-
C) Groupe ETEC/VTEC
STaP+SLT2+F107+ 1 --
STb+SLT2+F107+ 63 0141:K85:H- (50)
STb+SLT2+ 22 0141:K85:H- (19)
STb+LT1+F4+SLT2+ { 0149:K91
D) Groupe EPEC
EAE+ 10
E) Isolats positifs
aux sondes d’adhésines
F41+ 5 .
F107+ 39 0139:K82 (1)
0141:K85:H4 ou H- (8)
F) Isolats négatifs aux sondes
424 08 (5); 09 (2); 020 (1)
064:K"'V142" (1); O101 (14);
0138:K81 (1); O139:K82 (1)
0141:K85:H4 ou H- (9)
0149:K91 (4)

* Soit souches non typées, soit sérotypes indéterminés, soit sérotypes variés,

par contre positives a aucune de ces
deux sondes, mais bien a la sonde
LT1.

Les 78 souches VIEC du deuxiéme
groupe (10 %) renferment un gene
qui code pour une vérocytotoxine de
la famille SLT2; 24 d’entre elles
(3 %) sont en plus F107+; une
autre souche est aussi EAE+.

Les 87 souches ETEC/VTEC du
troisitme groupe (11 %) contien-
nent les génes qui codent pour des
entérotoxines (STaP, STb et/ou
LT1) ainsi que pour une vérocyto-
toxine de la famille SLT2. Parmi
elles, 65 (8 %) répondent aussi a
une sonde d’adhésine (F4 ou F107).

Enfin, dix souches (1 %) sont EAE+
mais SLT1- et SLT2-. Elles ont été
dénommeées souches EPEC par ana-
logie avec les mémes types de
souches d’origine humaine.

Il reste certaines souches (44
souches, 6 %) qui sont inclassables
selon le schéma présenté, car elles
sont positives uniquement avec une
sonde spécifique d’'une adhésine,
F41 ou F107.

Sérotypes des souches positives
aux sondes

Les données relatives aux sérotypes
étaient disponibles pour presque
toutes les souches positives et une
partie de celles négatives aux sondes.
Certains regroupements sont pos-
sibles en fonction de I’hybridation
soit avec la sonde d’une adhésine,
soit avec la sonde d’une cytotoxine.

En ce qui concerne les 86 souches
ETEC ou ETEC/VTEC F4+ (Tab-
leau 3), 75 (87 %) appartiennent au
sérotype O149:K91 et ce, quelle que
soit Ja combinaison de sondes hybri-
dées en plus des deux susmention-
nées, contre 1 % seulement des 424
souches négatives aux sondes.

Par contre, seulement un quart des
28 souches ETEC F5+ et/ou F41+
(Tableau 3) appartiennent a un sé-
rogroupe classique de ces patho-
types, O101 (sept souches) et O8
(une souche) en l'occurrence. Les
autres souches ETEC, F6+, F107+
ou négatives avec les sondes d’ad-
hésines (Tableau 3), sont trop peu
nombreuses que pour &tre analysées,
mis & part certaines souches F6+ ou
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F107+ qui sont également F4+ ou
F5+ et qui ont déja été mentionnées.

En ce qui concerne les 164 souches
VTEC et ETEC/VTEC autres que
celles déja citées plus haut (Tableau
3), deux sérotypes bien représentés
sont O141:K85:H4 et O141:K85:
H-. Cependant, ces sérotypes sont
beaucoup plus fréquents parmi les
64 souches ETEC/VTEC F107+
(78 %) et les 22 souches ETEC/
VTEC F107- (86 %), que parmi les
24 souches VTEC F107+ (29 %) et
les 54 souches VTEC F107- (37 %).
De méme que pour le sérotype
0149:K91, les sérotypes 0O141:
K85 : H4 et H- sont rares parmi les
424 souches négatives aux sondes
(2 %). 1l est & remarquer que huit
souches non-ETEC  non-VTEC
F107+ (20 %) appartiennent aussi a
ces sérotypes. Enfin, les dix souches
EAE+ n’ont pas été sérotypées.

DISCUSSION

Le test d’hybridation sur colonies est
beaucoup plus simple a réaliser que
les tests phénotypiques pour déter-
miner les pathotypes des souches
diarrhéogenes et entérotoxémiques
du porcelet. Grace a la multiplicité
des sondes disponibles, il est devenu
possible de définir les pathotypes
non seulement des souches ETEC,
mais aussi des souches VTEC et
EPEC associées a la maladie de
Pcedéme et a des lésions d’efface-
ment des microvillosités. Divers tra-
vaux ont montré I'excellente corré-
lation qui existe entre les résultats
d’hybridation avec une sonde géné-
tique pour une toxine ou une adhé-
sine et la production de cette toxine
ou de cette adhésine. La seule ex-
ception notoire est constituée par les
souches  porcines  dénommées
souches 3F-, qui sont positives a
I’hybridation avec la sonde pour
Padhésine F5, mais qui ne la pro-
duisent pas (Moseley et al., 1986).

Les résultats de cette enquéte ne
sont pas analysables statistiquement
car I’échantillonnage des souches
g¢tudiées ne s’est pas fait au hasard,
mais certaines observations sont
possibles. Contrastant avec les ré-
sultats obtenus sur les souches bo-
vines (Mainil et al., 1990; Wood-
ward et al, 1990), les souches

ETEC porcines appartiennent a de
nombreux pathotypes (Tableau 3)
dont limportance peut varier en
fonction des régions et de I'dge des
porcelets (Moon et al., 1986; Wilson
et Francis, 1986; Nakazawa et al.,
1987; Fairbrother et al, 1988;
Monckton et Hasse, 1988; Soder-
lind et al., 1988; Nagy et al., 1990;
Woodward et al., 1990; Harel et al.,
1991). Il est toujours possible de ré-
partir ces souches ETEC en trois
classes (Tableau 3) en fonction des
combinaisons de toxines thermos-
tables, STa et/ou STb (Whipp et al,
1981; Harnett et Gyles 1983). Les
souches appartenant a la classe 1
(STb+) sont les plus nombreuses et
celles appartenant a la classe 3
(STaP+STb+) sont les moins nom-
breuses. Cependant, une classifica-
tion basée sur les adhésines parait
plus rationnelle et est, en tout cas,
mieux reliée aux sérotypes : souches
F4+; souches F5+ et/ou F4l+;
souches F6+ et F4-; souches néga-
tives aux sondes F4, F5, F6 et F41.
Enfin, un certain nombre de souches
sont positives uniquement avec une
sonde d’adhésine (F41+ ou
F107+).

Certaines souches de ces deux der-
niers groupes appartiennent d’ail-
leurs a un sérotype que I'on retrouve
dans Pune des trois premieres clas-
ses. 1l est permis de supposer qu’il
g'agisse en fait de souches ETEC
classiques ayant perdu certains
geénes de virulence, dont beaucoup
sont situés sur des plasmides (Smith
et al., 1985; Schifferli et al., 1990).
Ce genre d’observation n'est pas
rare (Evans et al., 1977; Kétyi et al.,
1978; Linggood et al., 1979; Lanata
et al.,, 1985; Levine et al, 1985;
Mainil et al., 1987) et la combinai-
son sur les plasmides des génes qui
codent pour les facteurs de virulence
permet certaines prédictions ou dé-
ductions (Mainil et al., 1990, don-
nées non publiées). Par contre,
d’autres souches pourraient pro-
duire des facteurs d’adhérence dif-
férents de ceux recherchés classi-
quement. Certains de ces facteurs
ont déja été décrits (Oliveira et al.,
1981; Aning et al., 1983; Leite et al.,
1988; Broes et al., 1989), mais leur
importance n’est pas connue.

Dans la plupart des études, y
compris la ndtre, les souches des pa-

thotypes F4+ sont largement majo-
ritaires quelles que soient les toxines
et autres adhésines produites. La
plupart de ces souches F4+ sont
d’ailleurs aussi STb+ et LT1+. Les
autres pathotypes F4+ de notre
étude sont plus rares. La majorité de
ces souches F4+ appartiennent au
sérotype 0149:K91 conformément
aux données publiées jusqu'a pré-
sent (Schneider et To, 1982; Wilson
et Francis, 1986; Nakazawa et al.,
1987; Suarez et al.,, 1987; Fairbro-
ther et al, 1988; Monckton et
Hasse, 1988; Soderlind et al., 1988;
Nagy et al., 1990; Woodward et al.,
1990; Harel et al., 1991).

Les souches ETEC appartenant a
d’autres pathotypes sont beaucoup
plus rarement isolées de porcelets en
Belgique, commie il avait déja été si-
gnalé (Pohl et al., 1989c), a I'excep-
tion peut-étre de souches apparte-
nant au pathotype STaP+F5+
F41+. La plupart de ces dernieres
n’appartiennent cependant pas aux
sérotypes classiques des souches de
ce pathotype, a savoir O9 et O101.
La fréquence d’isolement de ces
souches appartenant a d’autres pa-
thotypes est variable de région & ré-
gion dans le monde, mais est aussi
plus faible que celle des souches
F4+ (Murray, 1984; Wilson et
Francis, 1986; Nakazawa et al,
1987; Fairbrother et al, 1988;
Monckton et Hasse, 1988; Soder-
lind et al., 1988; Nagy et al., 1990;
Woodward et al., 1990; Harel et al.,
1991).

Les souches VTEC et VTEC/ETEC
forment un groupe plus homogene
que les souches ETEC. En effet, les
principaux facteurs spécifiques de
virulence sont la vérocytotoxine
SLT2vp responsable des lésions et
une adhésine fimbriaire de la famille
F107. Deux classes sont donc pré-
sentes dans chacun de ces deux
groupes : les souches SLT2+ et
F107+ et les souches SLT2+ F107-
(Tableau 3). Plus de la moitié de ces
souches VTEC et ETEC/VTEC ap-
partiennent au sérotype O141 :K85
qui est le plus représenté en Belgique
(Pohl et al., 1989a).

Les seuls résultats d’hybridation
avec la sonde SLT2 ne permettent
pas de conclure quant a I'identité de
la vérocytotoxine produite puisque
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cette sonde hybride avec tous les
variants de la famille SLT2. Cepen-
dant, la production de toxine SLT2
proprenient dite par des souches
porcines n’a été observée que dans
un seul cas a notre connaissance
(Gannon et al., 1988). De plus, les
souches de cette étude-ci ont été iso-
lées de cas de maladie de Pcedéme
(Pohl et al., 1989a). Il y a donc lieu
de penser qu’elles produisent bien la
vérocytotoxine SLT2vp.

La seule souche qui pourrait faire
exception est la souche
SLT2+EAE+ qui pourrait &tre une
souche produisant la vérocytotoxine
SLT2 proprement dite et effagant les
microvillosités des cellules épithé-
liales intestinales. Une souche AEEC
qui produit la toxine SLT2 a été dé-
crite chez les bovins (Wray et al.,
1989) mais cette souche n’hybride
pas avec la sonde EAE (Mainil et al.,
1993). Seule P'application de tests
phénotypiques permettant la carac-
térisation de la vérocytotoxine pro-
duite et la recherche des propriétés
d’effacement permettrait de ré-
pondre a ces questions.

Un peu plus de la moitié seulement
de ces souches SLT2+ sont aussi
F107+, ce qui laisse supposer I'exis-
tence d’une autre adhésine dans les
souches qui ne répondent pas a cette
sonde, étant donné que la sonde
F107 détecte les variants actuelle-
ment décrits de cette famille d’ad-
hésines. Quant & la nature exacte de
I’adhésine produite par les souches
F107+ (F107, F«2134»,
F«8813»...), une approche sérolo-
gique ou par PCR permettrait de
mieux les caractériser (Nagy et al.,
1992; Imberechts et al., 1994).

Les dix souches EAE+ s’apparen-
tent aux souches EPEC humaines
(revue par Donnenberg et Kaper,
1992). Ces souches sont plutdt rares
chez le porc (Fairbrother, 1993), au
contraire de ce qui s’observe chez les
bovins, lapins et chiens (Broes,
1993; Mainil, 1993; Peeters, 1993).

Aucune souche ne fut positive avec
les sondes LT2a et SLT1. Les en-
térotoxines LT2 semblent restreintes
aux ruminants et a 'homme (Guth
et al.,, 1986a; Seriwatana et al,,
1988; Pohl et al., 1989b). La véro-
cytotoxine SLT1 est bien connue
dans diverses espéces animales, mais
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n’a encore été décrite que trés rare-
ment chez le porc (Mainil et al.,
1985; Gannon et al., 1988; Ling-
good et Thompson, 1987).

Il apparait donc que la situation en
Belgique ne differe pas beaucoup
d’'une maniére générale de celle
d’autres pays, sur d’autres conti-
nents. Des différences sont cepen-
dant observées si I'on regarde un
groupe particulier, une classe parti-
culigre ou un sérotype particulier
(voir revue par Fairbrother, 1993).
En résumé, les souches ETEC sont
essentiellement F4+ et les souches
associées a la maladie de I'cedéme
contiennent les génes codant pour
une vérocytotoxine de la famille
SLT2, trés probablement le variant
porc (Pohl et al., 1989a; Mainil et
al.,, 1989), et pour une adhésine de
la famille F107 (Imberechts et al.,
1994).

En plus des antigénes de surface O
et K spécifiques, divers antigénes
fimbriaires pourraient é&tre incor-
porés dans des vaccins destinés a
protéger les porcelets contre les
diarrhées néonatales et de post-se-
vrage (Moon, 1978; Runnels et al.,
1987). L’entérotoxine LT1 qui est
immunogene, contrairement aux en-
térotoxines ST, peut aussi €tre in-
corporée dans de tels vaccins (Smith
et Gyles, 1970; Moon, 1982). Il est
évident que la vaccination contre
certaines adhésines peut contribuer
a I’émergence dans le futur d’autres
adhésines (F5 ou F6 par exemple).
Enfin, la description récente de la fa-
mille d’adhésines fimbriaires F107
(Imberechts et al., 1992; Nagy et al,,
1992) a permis de franchir un grand
pas dans la direction de la vaccina-
tion contre la maladie de I'cedéme et
des résultats encourageants quant a
son application ont été obtenus (De-
prez, communication personnelle).

Il faut enfin remarquer que 54 % des
souches étudiées n'hybrident avec
aucune des sondes utilisées et se po-
ser la question de la signification de
ces souches. II peut s’agir de
souches appartenant a d’autres pa-
thotypes connus non repris dans ce
travail (CNF1, CNF2 par exemple;
Oswald et al., 1994) ou encore in-
connus. Mais il peut aussi s’agir de
souches banales d’E. coli qui ne joue
aucun rble pathogéne, Dans le cas

de cette seconde hypothese, les pro-
blemes cliniques dont souffraient les
porcelets a partir desquels ces
souches ont été isolées étaient soit
des problemes de colibacillose pro-
voqués par d’autres  souches
d’E. coli qu'il n’a pas été possible
d’isoler, soit des problemes liés a
d’autres causes infectieuses ou
méme non infectieuses. E. coli est
certes la bactérie la plus facile & iso-
ler, mais les souches pathogeénes ne
sont pas toutes connues et cette bac-
térie est loin d’étre le seul agent pa-
thogene, ce dont il faut se souvenir
en cas de résultats négatifs de

typage.
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SUMMARY

Typing of Escherichia coli iso-
lates from pigs in Belgium by
colony hybridization with spe-
cific gene probes: enterotoxi-
genic, verotoxigenic or entero-
pathogenic isolates.

Seven hundred and eighty-two Es-
cherichia coli isolates from pigs
were tested by colony hybridiza-
tion with gene probes for heatsta-
ble (STaP and STb) and heat-labile
(LT1 and LT2a) enterotoxins,
adhesins (F4, F5, F6, F41, and
F107), verocytotoxins (SLT1 and
SLT2) and for the intimin protein in-
volved in the effacement of the mi-
crovilli of the enterocytes (EAE) to
determine the pathotypes preva-
lent in Belgium among enterotoxi-
genic (ETEC), verocytotoxigenic
(VTEC) and enteropathogenic
(EPEC) E. coli isolates. Three hun-
dred and fifty-eight isolates (46 %)
hybridized with at least one gene
probe. The LT2a and SLT1 probes
hybridized with none of the iso-




lates. Five major pathotypes ac-
counted for over 80% of the
ETEC: STh+LT1+F4+ (62
isolates), STaP+F5+F41+ (23 iso-
lates), STaP+STb+LT1+F4+F6+
(10 isolates), LT1+F4+ (9 isolates)
and STb+ (9 isolates). The sero-
type 0149:K91 was by far preva-
lent among F4+ isolates (87 %)
and the serogroup 0101 was the
most frequent among F5+ and/or
F41+ isolates (25 %). Other ETEC

pathotypes were not frequent. The
SLT2+ isolates were divided into
VTEC and VTEC/ETEC isolates,
which also hybridized with entero-
toxin gene probes. In either group,
a subdivision was possible on the
basis of the hybridization results
with the F107 probe. The O141:
K85:H4 and 0O141:K85:H- sero-
types were prevalent among the
164 VTEC and VTEC/ETEC iso-
lates. However, they were more fre-

quent among the 64 VTEC/ETEC
F107+ (78 %) and 22 VTEC/ETEC
F107- isolates (86 %) than among
the 54 VTEC F107- isolates (37 %)
or among the 24 VTEC F107+ iso-
lates (29 %). Eight non-ETEC non-
VTEC F107+ (20 %) isolates also
belonged to these two serotypes.
All those serotypes were rare
among probe-negative isolates.
The ten EAE+ isolates were not
serotyped.
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