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Résumé — Soixante et une souches d'E coli d'origine bovine productrices de la toxine CNF1 ont été
étudiées. Quatre-vingt-neuf pour cent d'entre elles produisent une aérobactine et résistent a l'activité
bactéricide du sérum de mouton et sont donc vraisemblablement des souches septicémiques.
Aucune des 61 souches ne répond aux sondes correspondant aux génes des entérotoxines (STaP,
STb, LTI et LTlla) ni des vérotoxines (VTI et VTII); elles ne produisent pas les adhésines K99, Att25
(FY ou F17), ni Att111. La trés grande majorité d'entre elles (93,4%) produit une alpha-hémolysine
et fermente rapidement le sorbose. En revanche, seulement 5,5% de E coli CNF- possédent ces 2
propriétés. Ces propriétés permettent de les distinguer des E coli CNF- qui généralement ne
produisent pas cette hémolysine, ou si elles la produisent, ne fermentent pas le sorbose.

CNF1/ E coli/ entérohémolysine / phénotype / virulence

Summary — Virulence factors and phenotypes of 61 strains of Escherichia coli of bovine ori-
gin that produce the cytotoxic necrotizing factor type 1 (CNF1). Virulence factors and pheno-
types of 61 strains CNF1+ were investigated. Eighty-nine percent of the strains produced an aero-
bactin and were resistant to the bactericidal activity of sheep serum, both of which are properties of
septicemic strains of E coli. None of the strains reacted either with DNA probes corresponding to the
enterotoxins STaP, STh, LT-1 and LT-lla, or to the verotoxins VT-| and VT-lI. None produced the ad-
hesins K99, Att25 (FY or F17) and Att111. The great majority (93.4%) of the CNF 1+ E coli produced
an a-hemolysin and rapidly fermented sorbose. In contrast, only 5.5 of CNF- E coli possessed both
properties. These properties allow CNF 1+ to be distingushed from CNF- E coli.

CNF1 /E coli / enterohemolysin / phenotype / virulence

* Correspondance et tirés a part
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INTRODUCTION

En étudiant les propriétés toxinogénes de
souches d'Escherichia coli isolées des
feéces d'enfants atteints d'entérite, Caprioli
et al (1983 et 1989) ont découvert-que cer-
taines souches d'E coli produisent une cy-
totoxine capable d'induire une multinucléa-
tion des cellules de lignées en culture.
Cette toxine, ayant aussi un pouvoir nécro-
sant dans la peau du lapin, fut appelée :
facteur cytotoxique nécrosant (CNF). Les
travaux ultérieurs de De Rycke et al (1987,
1989, 1990) ont montré qu'il existe en fait
2 types de toxines CNF (CNF1 et CNF2)
qui sont produites séparément par diffé-
rentes souches d'E coli. A la différence de
la toxine CNF1 originellement décrite par
Caprioli, CNF2 est codée par le plasmide
Vir (Oswald et al, 1989) isolée des
souches d'E coli du groupe Vir (Smith,
1974; Lopez-Alvarez et al, 1980). Les 2
toxines présentent une parenté immunolo-
gigque mais elles n'ont pas la méme masse
moléculaire (Oswald et De Rycke, 1990)
et l'effet de multinucléation induit par les 2
toxines est différent sur les cellules de li-
gnées en culture. In vivo, les 2 toxines in-
duisent une nécrose de la peau du lapin
(De Rycke et al, 1990), mais seule la
toxine CNF2 provoque une nécrose de la
patte de la souris aprés injection de la
toxine dans le coussinet plantaire (De
Rycke et al, 1989).

Chez I'homme, les souches d'E coli pro-
duisant CNF1 ont été isolées d'enfants
souffrant de diarrhée (Caprioli et al, 1983;
Bisicchia et al, 1985) et d'adultes souffrant
d'infections extra-intestinales {(Caprioli et
al, 1987), plus particulierement de septicé-
mies (Cherifi et al, 1990) et d'infections uri-
naires (Alonso et al, 1987; Brauner et al,
1990). Chez l'animal, les souches CNF1
sont principalement d'origine intestinale :
porcs diarrhéiques (Gonzalez et al, 1985)
et veaux diarrhéiques (Hall et a/, 1985; De

Rycke et al, 1987; Blanco et al, 1988),
mais on isole aussi des souches CNF1 de
cas de mammites de la vache, de septicé-
mies du veau (Tabouret et De Rycke,
1990) et d'infections urinaires des carni-
vores domestiques (Beutin, comm pers).

Bien que l'on isole des souches produi-
sant CNF1 dans beaucoup de pathologies
colibacillaires, on ne connait pas encore le
role exact de CNF1 dans la virulence d'E
coli. Au cours d'une étude portant sur 115
souches bovines d'E coli, nous avons re-
cherché si les souches produisant CNF1
avaient un phénotype particulier qui puisse
nous fournir des outils de diagnostic sup-
plémentaires et des éléments pour évaluer
le pouvoir pathogéne de ces souches en
pathologie vétérinaire. Nous avons recher-
ché sur ces souches la production de fac-
teurs de virulence associés a des patholo-
gies reconnues. Il s'agit de la production
d'aérobactine et de la résistance a I'action
bactéricide du sérum, attributs des
souches septicémiques; de la sécrétion
d'entérotoxines et de la production de fac-
teurs d'adhésion caractéristiques des E
coli entérotoxinogenes (ETEC); enfin de la
production des Shiga-like toxines. De plus,
nous avons déterminé un ensemble de ca-
ractéres phénotypiques simples a metire
en évidence dans le but de pouvoir distin-
guer facilement les souches CNF1 des
souches qui ne produisent pas la toxine.

MATERIEL ET METHODES

Cent quinze souches d'E coli ont été étudiées.
Elles proviennent des feces ou de divers or-
ganes internes de bovins. Elles ont été isolées
de 1977 a 1990. La toxine CNF1 a été recher-
chée par son effet multinucléant sur les cellules
Hel a, par séroneutralisation et Elisa (De Rycke
et al, 1987; Tabouret et De Rycke, 1990).

La production d'aérobactine a été détectée
par la technique de Schoch modifiée par Pohl
(Schoch et Lebek, 1984; Pohl et al, 1986). La ré-
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sistance au sérum de mouton a été recherchée
par la méthode de Fierer (Fierer et al, 1972).

On a recherché par hybridation ADN-ADN
les genes correspondants :

— aux entérotoxines STaP, STb, LT-1 et LT-lla
(Mainil et al, 1986 et 1989);

— aux vérotoxines SLT-1 et SLT-Il (Newland et
Neil, 1988; Mainil et al, 1989);

— a la sous-unité F17A de l'adhésine F17 {Lin-
termans et al, 1988a et b).

Les adhésines «classiques» des E coli enté-
rotoxinogénes des bovins ont été détectées a
laide des antisérums préparés a partir de pilis
K99, Att25 (FY ou F17) et Att111 purifiés (Ber-
tels et al, 1989). Les souches a tester ont été
cultivées sur milieu Minca pendant 18 h a 37 °C
(Guinée et al, 1977). Pour metire en évidence
d'éventuelles adhésines qui n'auraient pas en-
core été caractérisées, nous avons utilisé le test
d'adhésion aux villosités intestinales du veau in
vitro (Girardeau, 1980).

L'antigéne O a été déterminé selon les tech-
niques de Sojka (Sojka, 1965). Nous avons utili-
sé les sérums anti 02, 04, 06, 08, 011, 015, 075,
088, 0123, 0139 et 0153. lIs ont été produits par
inoculation aux lapins des souches de réfé-
rences regues de F et | Orskov (International Es-
cherichia and Klebsiella Center, Copenhagen).

Le biotype a été précisé en utilisant le sché-
ma de Crichton (Crichton et Old, 1982) (rham-
mose, ornithine, dulcite, sorbose).

Les hémolysines ont été détectées selon
Smith et Beutin (Smith, 1963; Beutin et al,
1988). Les techniques que nous utilisons per-
mettent de distinguer 3 hémolysines différentes
chez les E coli: l'alpha, la béta et I'entéro-
hémolysine (Poh! et al, 1991).

La production de colicines a été détectée en
utilisant les méthodes de Frédéricq (1957).

RESULTATS

Souches productrices de CNF1

Parmi les 115 souches testées, 61 produi-
sent la toxine CNF1. Leurs propriétés sont
résumées au tableau |.

Toutes les souches CNF1+ sont hémo-
lytiques : 60 produisent une hémolysine
alpha (1 produit une entérohémolysine) et
parmi celles-ci, 57 fermentent également
le sorbose (tableau Il).

Parmi les 61 souches CNF1+, 54 résis-
tent au sérum de mouton et simultanément
produisent une aérobactine.

Aucune ne répond aux sondes corres-
pondant aux genes des entérotoxines des
vérotoxines ni de la sous-unité F17A de
I'adhésine F17 (Att25).

Elles ne sont pas agglutinées par les
sérums anti-K99, Att25 (F17) ni Att111.
Toutefois, 25 de ces souches adherent
aux villosités intestinales de veau in vitro.

Vingt-quatre appartiennent au groupe
sérologique 0153, 2 au groupe 04, 2 au
groupe 078, 1 au groupe 015, 1 au groupe
0149, 1 au groupe 0157, 2 souches sont
rough, 19 n'ont réagi avec aucun des sé-
rums utilisés; enfin, l'antigene 0 de 9
souches n'a pas été recherché.

Cinquante-huit de ces 61 souches ap-
partiennent aux biotypes 1PC, 2PC, 3PC,
9PC ou 10 PC; c'est-a-dire qu'elles fer-
mentent le sorbose en 24 h. Trois appar-
tiennent au biotype 5PC (sorbose négatif;
tableaux | et Ill).

Quarante-trois des 61 souches sont co-
licinogénes, les colicines produites sont
généralement de type ColV ou Coll (résul-
tats non présentés) et 47 des 61 souches
produisent & la fois une colicine et une hé-
molysine alpha (tableau ).

Souches ne produisant pas CNF1

Cinquante-quatre des 115 souches étu-
diées ne produisent pas CNF1 (ni CNF2).
Leurs propriétés sont résumées au tableau
IV.

Dix d'entre elles résistent au sérum et
produisent une aérobactine. Douze
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Tabieau I. Propriétés des E coli d'origine bovine productrice de CNF1.

Ref Organes Type O Biotype  Villo- Type Aéro- Résistance Colicine
souches PC sités @ dhémo-  bactine au sérum

lysine b
1KH77 Foie 0153 1 - A + + +
2KH77 Rein 0153 1 - A + + +
3KH77 Rate 0153 1 - A + + +
13KH77 Rate 0153 1 - A + + +
14KH77 Foie 0153 1 - A + + +
15KH77  Moelle 0153 1 + A + + +
17KH77  Moelle 0153 1 + A + + +
27KH77  Moelle 0153 1 + A + + -
47KH77  Foie NT 3 - A + + -
58KH77 Moelle 0153 1 - A + + +
70KH77  Feéces 0153 1 - A + + +
71KH77 Feces 0153 1 - A + + +
83KH77  Feces 0153 1 - A + + +
93KH77 Moelle 0153 1 + A + + -
133KH77 Moelle 0153 1 - Ent + + -
86KH87  Feces rough 1 - A + + +
90KH87 Feces 04 9 + A - + -
134KH87 Feces NT 1 - A - + +
231KH87 Féces 015 1 - A + + -
8KH88 Feces 04 1 + A + + -
16KH88  Feces 0153 1 - A + + +
48KH88 Feces NT 1 - A + + +
78KH88  Feces NT 2 - A + + +
79KH88  Feces 0153 1 + A + + +
121KH88 Feces NT 2 - A + + -
163KH88 Feces 0153 1 - A + + +
208KH88 Feces - 1 - A + + +
210KH88 Organes 0153 1 - A + + +
220KH88 Feéces 0153 1 + A + + +
261KH88 Feéces 0153 1 + A + + +
262KH88 Feces 0153 1 + A + + +
269KH88 Intestin NT 2 - A + + +
282KH88 Foie 0153 1 + A + + +
285KH88 Feces rough 1 ? A + + +
34KH89 Feces 0153 1 + A + - +
1052589 ? 078 5 + A + + -
84KH89  Feces NT 9 + A - + +
91KH89  Féces NT 1 + A + + +
92KH89  Feces NT 2 + A + + +
99KH89  Féces NT 10 - A + + -
102KH89 Feéces NT 2 - A + + + -
129KH89 Intestin 078 1 - A + + + -
168KH89 Intestin 0153 1 ? A + + +
207KH89 Féces NT 2 + A + + -
145KH89 Organes NT 1 + A + + -
146KHB9 Organes NT 1 + A + + -
147KH89 Organes 0149 5 - A + + -
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Ref Organes Type O Biotype Villo- Type Aéro- Reésistance Colicine
souches C sités @ d'hémo-  bactine au sérum
lysine ©

239KH89 Organes ? 2 + A + + +
243KH89 Féces ? 9 ? A - + -
248KH89 Féces ? 1 + A + + +
260KH89 Feces ? 1 - A - + +
285KH89 Feces NT 2 - A - + -
296KH89 Feces ? 1 + A + + -
332KH89  Avorton 0157 1 + A + + -
333KH89 Avorton 7 1 - A + + -~
346KH89 Organe  NT 1 - A + + +
458KH89  Avorton NT 5 - A + + +
463KH89  Avorton N 10 - A + + +
6KH90 Féces NT 9 + A + + -
13KH90  Feces ? 1 - A + + +
43KH90  Poumon ? 1 - A + + +

a adhésion aux villosités intestinales du veau; ® hémolysines A; B; Ent = alpha, béta, entéro; NT : non typable.

souches ont réagi en présence de la
sonde F17A et une en présence de la
sonde STaP. Les autres souches n'ont ré-
pondu a aucune des sondes essayées.

Trois des souches possedent I'adhésine
Att25 (F17) et 3 I'adhésine Att111.

Les antigénes O n'ont pas été recher-
chés.

Les biotypes les plus nombreux sont
1PC, 2PC, 5PC, 6PC et 9PC (tableau IlI).

Vingt souches sont hémolytiques : 4
produisent une alpha-hémolysine et 16
produisent une béta-hémolysine. Parmi les
souches produisant I'hémolysine alpha, 3
fermentent aussi le sorbose (tableau Il).

Vingt-cing souches sont colicinogenes
(dans 13 cas la colicine produite est de
type Col V ou Col 1) et 1 seule produit a la
fois la colicine et I'hémolysine alpha (ta-
bleau Il).

DISCUSSION

Aucune des 61 souches d'E coli CNF1 ne
répond aux sondes correspondant aux
génes des entérotoxines ni des véro-
toxines. Aucune non plus n'est agglutinée
par les sérums anti-K99, Att25 (F17) ni
Att111. Elles ne peuvent, dés lors, pas étre
assimilées a des E coli entérotoxinogénes
ni vérotoxinogénes.

En revanche, 89% de ces souches pro-
duisent une aérobactine et sont insen-
sibles au sérum; de plus, toutes sont hé-
molytiques et dans 98% des cas
I'hémolysine produite est de type alpha. La
possession de ces caractéres de virulence
doivent faire considérer les E coli CNF1
comme étant des souches potentiellement
septicémiques. Des enquétes épidémiolo-
giques seront nécessaires pour conforter
cette hypotheése.
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Tableau)}(Propriétés d'E coli bovines ne produisant pas CNF1.

Ref Organes Biotype  Type Aérobactine Résistance Colicine Adhésines?
PC" dhémolysine ® au sérum ou toxines
44KH89 Féces 1 - + + + -
45KH89 Feces 2 - + - + -
56KH89 Feces 9 B + - + -
57KH89 Féces 1 B - - - -
58KH89 Feces 9 B + - + -
59KH89 Feces 5 B - - + -
61KH89 Intestin 1 - + + + -
62KH89 Intestin 13 - - + + -
74KH89 Feces 9 B + + - -
149KH89 Feces 6 B + + - -
150KH89 Organes 9 A - + - -
151KH89 Organes 10 A - + - -
153KH89 Organes 5 A - + - -
157KH89 Organes 13 - + - - -
217KH89 Feces 10 - + + - Att25
250KH89 ? 5 - + + + -
257KH89 Feces 6 B + + + -
262KH89 Feces 9 B + + - -
269KH89 Feces 6 B + + + -
314KH89 Féces 5 - + + + -
319KH89 Féces 5 B + - - -
320KH89 Féces 1 - - - - -
324KH89 Intestin 1 - + + + Att111
327KH89 Intestin 1 - + + - Att25
338KH89 Intestin 14 - - - + Att25
349KH89 Organes 1 - + + + -
365KH89 Mamelie 1 B + + - -
390KH89 ? 1 - + + + -
400KH89 Mamelle 2 B + + - -
402KH89 Féces 6 B + + + -
404KH89 Féces 13 - - + - STaP
405KH89 Féces 1 B + - - -
406KH89 Intestin 6 - - + - -
429KH89 Feces 6 - - - + -
441KH89 Féces 6 - + - + -
443KH89 Intestin 1 - + + - -
444KH89 Organes 1 - + + + -
446KH89 Feces 2 - + - - Att111
453KH89 Mamelle 6 - + - - -
462KH89 Poumon 10 - - - + -
16KH90 Feces 9 - + - - -
39KH90 Féces 1 B + - - -
48KH90 Intestin 14 - + - - Att111
67KH90 Avorton 6 B + - - -
77KH90 Féces 2 - - - - -
78KH90 Féces 10 - - + - -
79KH90 Féces 6 - - - - -
80KH90 Féeces 6 -~ - - - -
82KH90 Feces 1 - - - + -
83KH90 Féeces 2 - - - + -
86KHS0 Féeces 9 - - - - -
87KH390 Féces 5 - - + + -
88KH90 Feces 5 - - + + -
89KH90 ? 1 A + + + -

a hemolysines o, B, entéro.
b Détectée par agglutination dans les sérums anti K99, Att25 et Att111 ou par sonde d’ADN; NT : non typable.
Abréviations : cf tableau 1.
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Tableau lll. Caractéres hémolytique et biotypique des E coli bovines productrices ou non de CNF1.

Biotypes CNF1+ Total CNF- Totaux
Hémolyse Hémolyse
alpha béta entéro — alpha béta entéro -

1PC 42 - 1 - 43 1 - 10 14
2PC 8 - - - 8 - 2 - 4

3PC 1 - - - 1 - - - - -
5PC 3 - - - 3 - 3 - 4 7
6PC - - - - - 1 4 - 6 11
9PC 4 - - - 4 1 4 - 2

10PC 2 - - - 1 - - 3 4
13PC - - - - - - - - 3

14PC - - - - - - - - 2

Totaux 60 - 1 - 61 4 16 - 34 54

Tableau flV Critéres de distinction entre les £
coli d'origine bovine productrice ou non de
CNF1.

Phénotypes E coli CNF1+ E coli CNF~
n==61 n=>54
Nombre de souches (%)
Hémolyse + 61 (100) 20 (37)
Hémolyse alpha+ 60 (98,3) 4 (7,4)
Hémolyse alpha +
2 57 (93,4) 3(5.5)
Sorbose +
Hémolyse alpha +
i 41 (67,2) 1(1,8)
Colicine +
Hémolyse alpha +
Sorbose + ; 40 (65,6) 0
Colicine +

Pour réaliser ces enquétes, il faudrait
disposer de critéres rapides et fiables qui
permettraient de distinguer les souches
qui produisent la toxine CNF1 de celles
qui ne la produisent pas. Les caractéres :
hémolyse, fermentation rapide du sor-
bose et production de colicine permettent
de poser un diagnostic de présomption
raisonnable.

Ainsi, 93,4% des E coli CNF1+ produi-
sent une hémolysine alpha et fermentent
le sorbose (contre 5,5% des E coli CNF-).
Ou encore 67,2% des E coli CNF1+ pro-
duisent une hémolysine alpha et une coli-
cine (contre 1,8% des E coli CNF-).

Toutefois, jusqu'a présent aucun carac-
tére phénotypique n'a permis de détecter
avec une certitude absolue toutes les
souches CNF1.

C'est pourquoi nous tentons actuelle-
ment de mettre au point une sonde d'ADN
qui puisse les reconnaitre. Nos premiers
essais sont encourageants.
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Enfin, il faut remarquer gu'il existe de
grandes différences quant aux facteurs de
virulence des E coli productrices de CNF1
et celles qui produisent CNF2.

Les E coli CNF1 forment un groupe trés
homogéne dont la trés grande majorité
possédent les marqueurs des souches
septicémiques : production d'une aérobac-
tine et d'une alpha-hémolysine, résistance
au sérum. Par contre, les E coli CNF2 for-
ment, quant a eux, un groupe trés hétéro-
géne qui s'éparpille entre au moins 5 pa-
thotypes différents (Oswald et al, 1991).
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