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Résumé

Cent soixante-cing souches de Escherichia coli isolées dans différents secteurs
géographiques (200 km autour d’Alger) de 45 veaux diarrhéiques et de 4
veaux sains ont été étudiées pour la production de cytotoxines (CNF1, CNF2,
VT1 et VT2) et de fimbriae (K99, F17a, F17b, F17c, Att111 et CS31A). La plu-
part des veaux étaient 4gés de deux a quatre semaines. Les souches E. coli
produisant CNF2 et les fimbriae F17b ou F17c prédominaient dans la région
de Ain Défla et de Bordj Bou Arréridj ou respectivement 100 et 75 p. 100 de
veaux étaient positifs. Dans la proche périphérie d’Alger, des souches E. coli
non cytotoxinogenes produisant les fimbriae CS31A et (ou) F17c ont été iso-
Iées. Dans la région de Médéa ces deux types de souches ont été isolées. Peu
de souches E. coli VT+ ont été identifiées. L’étude spécifique des souches cy-
totoxiques pour la production des fimbriae F17 a montré que 50 p. 100 des

souches CNF2+ produisaient F17b ou F17c.

m INTRODUCTION

Escherichia coli est une bactérie commune mais certains patho-
types sont associés a des infections intestinales ou septicémiques
chez I"homme et I'animal (25). Parmi les principaux facteurs de
virulence, on peut citer la production d'entérotoxines (thermo-
stable ou thermolabile) ou de cytotoxines (vérotoxines VT1 ou
VT2 et les facteurs nécrosants CNF1 ou CNF2) (22, 35, 36). L' ad-
hésion aux entérocytes agit en synergie avec les entérotoxines en
permettant aux souches entérotoxinogenes (ETEC) de coloniser
massivement |'intestin gréle (41). On peut aussi avancer | hypo-
thése que I’ adhésion aux entérocytes des E. coli VT* (VTEC) ou
CNF* (NTEC pour necrotoxigenic E. coli) favorise la colonisation
intestinale et donc augmente la quantité des cytotoxines qui agis-
sent localement ou diffusent dans |’ organisme.

Les ETEC du veau ont été étudiées de facon approfondie pour
leurs entérotoxines et leurs facteurs de colonisation (30, 40). Ko-
nowalchuck et coll. (23) ont décrit des souches VTEC parmi les
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isolats d'origine humaine ou animale. Certains Escherichia coli
vérotoxinogenes possedent e géne eae (pour entérocyte attache-
ment effacement) codant pour la protéine intimine, associée avec
les propriétés d'adhérence et la capacité de produire des Iésions
d' attachement-effacement des microvillosités intestinaes (21). Ul-
térieurement ont été identifiés les NTEC chez I"'homme (8) puis
chez le veau (5, 13). Les travaux initiés par De Rycke et coll. (12,
13) et poursuivis par Oswald et coll. (31) ont conduit & distinguer
les toxines CNF1 et CNF2. La premiére correspond alatoxine dé-
crite par Caprioli et coll. (8), la seconde est latoxine Vir identifiée
par Smith (39). CNF2 est décrite uniquement parmi les souches
d'origine bovine ou ovine (4, 13, 37). Les génes gouvernant la
biogenése de CNF1 sont chromosomiques et souvent associés a
ceux codant pour I’hémolysine a (18) et les fimbriae de type Pap
(6), I'ensemble de ces génes étant regroupés dans un ilot de patho-
génicité (43). Au contraire, les génes codant pour CNF2 sont dé-
crits a ce jour sur un plasmide pVir en association avec ceux gou-
vernant la biogenese des fimbriae F17b (15). A ce groupe de génes
seraient aussi associés ceux codant pour une autre toxine dite CD-
TII (pour cytolethal distending toxin de type I11) récemment dé-
crite, I'ensemble étant regroupé sur un ilot de pathogénicité du
plasmide pVir (33). Les fimbriae F17b sont des facteurs de coloni-
sation de I'intestin de veau et ils appartiennent a la famille des
fimbriae F17 dans laquelle on distingue au moins les quatre va-
riants F17a, F17b, F17c et Att111 (2).

Dans cette étude, les auteurs montrent que des souches E. coli pro-
duisant CNF2 représentent un des pathotypes majeurs isolé de
veaux atteints de diarrhées en Algérie et les fimbriae de la famille
F17 produits par les souches E. coli CNF2* ont été identifiées.
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m MATERIEL ET METHODES

Les souches bactériennes

Dans une étude antérieure, 492 souches de E. coli isolées de 45
veaux diarrhéiques et de 4 veaux sains provenant de sept zones
géographiques correspondant & un périmetre de 200 km autour
d’Alger (tableau 1) ont été étudiées. Les caractéres recherchés
étaient les facteurs de colonisation et de production de colicines,
la présence d aérobactine, d’ hémolysine a, d’entérohémolysine,
les sérogroupes O et la résistance aux antibiotiques (28). Dans
cette étude, environ 10 souches de E. coli ont été isolées des feces
de chaque veau. Les caractéristiques des 10 souches et le profil
électrophorétique des extraits bactériens obtenus par chauffage a
60 °C (42), migration en gel de polyacrylamide dans des condi-
tions dénaturantes et coloration al’ argent, ont permis de sélection-
ner 1 a4 souches représentatives des 10 souches de la flore coliba-
cillaire dominante de chaque veau. Les 165 souches ainsi sélec-
tionnées ont é&té conservées sur milieu Dorset-egg a +4 °C. Elles
ont fait |’ objet dans ce travail d'une étude spécifique pour la pro-
duction des cytotoxines VT et CNF, des facteurs de colonisation
K99, F17a, F17b, F17c, Att111 et CS31A et la présence du géne
eae. Les souches de référence pour les différents facteurs de viru-
lence sont indiquées dans le tableau |1.

Recherche des cytotoxines et du gene eae

Hybridation avec des sondes ADN spécifiques
pour VT1, VT2, CNF1, CNF2 et EAE

L’ hybridation sur colonies a été effectuée selon les méthodes dé-
crites par Mainil et coll. (27) et Oswald et coll. (32). Les sondes
ADN provenaient des souches E. coli H30, B2F1/3, BM2-1, S5 et
E2348/69 respectivement pour les génes correspondant a VT1,
VT2, CNF1, CNF2 et EAE. Aprés transfert sur papier filtre
(Whatman 541, Whatman Inc. Pleuger, Belgique), les cellules ont
été lysées, I’ ADN dénaturé et I"hybridation des sondes s est faite
pendant une nuit a 65 °C. Apres lavage, les filtres ont été autora
diographiés pendant 1 &2 jours.

Cytotoxicité sur des cellulesen culture

Les souches E. coli ont été cultivées a 37 °C pendant 18 h sur
bouillon trypticase soja (Difco). Aprés centrifugation (10 000 g,
30 min), les bactéries en PBS (101° cellulesml) ont été lysées par
sonification & 4 °C (MSE ultrasonic disintegrator, Crawley, UK).
Les lysats ont été centrifugés (10 000 g, 15 min) et le surnageant
filtré 20,22 pm a été testé sur les cellules Hela en culture (13).
Les toxines VT ont produit la lyse des cellules, alors que les
toxines CNF ont induit une multinucléation des cellules.

Toxicité sur souris

Les lysats stériles obtenus selon la procédure décrite précédem-
ment ont &€ injectés par voie intrapéritonéale a des souris &gées
de 7 a 8 semaines (0,5 ml/souris). Aprés observation des souris
pendant une semaine les lysats ont été considérés toxiques
lorsgu’au moins 3 souris sur 5 sont mortes. La mortalité était le
plus souvent de 5 souris sur 5. La toxicité sur souris a été utilisée
pour valider ce test pour les laboratoires qui ne disposent pas de
cellules en culture ou ne peuvent pas utiliser les méthodes molécu-
laires.

| dentification des fimbriae
Méthodes biochimiques et immunologiques

Les souches ont été cultivées sur Minca gélosé (20) supplémenté
avec 0,2 p. 100 de glucose pendant 18 h a 37 °C. Lesbactériesala

Tableau |

Age et répartition géographique des veaux

Secteur Age des veaux Total
géographique
4315 164230 31a45
Ain Défla 8 3 11
Médéa 1 9 1 11
Alger 2 2 4
Bordj Bou Arréridj 3 1 4
Bouira 3 3
Tipaza 2 6 8
(1) 3 1 4
Béjaia 1 3 4
Total 6 37 6 49
(1) Veaux sains
Tableau Il

Souches de Escherichia coli de référence
utilisées pour cette étude

Nom de Facteurs de viru-  Références

la souche lence et fimbriae

K12 (HB101) Controle négatif Dauvis et coll.,
1982

H30 VT1 Konowalchuck et coll.,
1977

B2F1/3 VT1 + VT2 Scotland et coll.,
1985

BM2-1 CNF1 De Rycke et coll.,
1990

H209 Vir+ CNF2, F17b Smith, 1974
El-Mazouari et coll.,
1994

S5 CNF2, F17b Smith, 1974

B41 K99, STa @rskov et coll., 1975

25KH9 F17a Pohl et coll., 1982
Lintermans et coll.,
1988

111KH86 Att111 Bertels et coll., 1989

31A CS31A Girardeau et coll.,
1988

31A F17c Bertin et coll., 1996a

E2348/69 EAE Jerse et coll., 1990

surface de la gélose dans une boite de Pétri ont été collectées dans
1 ml d'une solution de NaCl 48,5 g/l et chauffées 20 min a60 °C
(42). Apreés centrifugation (7 000 g, 10 min), le surnageant a été
soumis & une éectrophorése en conditions dénaturantes (24).
Aprés migration, le gel de polyacrylamide a été coloré a I’ argent
(29). Les sous-unités des fimbriae avaient des masses moléculaires
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apparentes de 18, 18,5 et 29 kDa respectivement pour Att111, K99
et CS31A. Les sous-unités pour F17a, F17b et F17¢c avaient des
poids moléculaires apparents de 20 kDa. L'identification des fim-
briae a été complétée par des méthodes immunologiques en utili-
sant des antisérums specifiques des différents fimbriae. L' aggluti-
nation des bactéries sur lame a été utilisée pour K99, Att111 et
F17a. Une méthode immunodot utilisant les extraits bactériens ob-
tenus par chauffage a 60 °C a été mise en cauvre pour identifier
F17b, F17c et CS31A (10, 19).

% veaux positifs
pour
E. coli cytotoxiques

100

45

25

75
0

37,5

25

50

| dentification des génes correspondant aux pilines
et aux adhésines des fimbriae F17

K99
2

La méthode PCR utilisée était celle proposée par Bertin et coll.
(3). L' éectrophorése en gel d'agarose des produits de la réaction
PCR ont fourni des bandes correspondant a 322, 326, 419 et 242
paires de bases respectivement pour les genes f17a, f17b, f17c et
f111-1. Les amorces pour les genes des adhésines des sous-fa-
milles | (f17a-G, f111-G) ou Il (f17b-G, f17¢c-G) ont conduit &
I"amplification de segments de 618 paires de bases.

Les fimbriae
Attl111 CS31A
9
6
2

F17c
6
7
4
2
1

m RESULTATS

Souches de Escherichia coli cytotoxinogenes
et présence du gene eae

F17b
16
7

Cinquante et une souche (31 p. 100) étaient positives pour la toxi-
cité sur souris, la cytotoxicité sur cellules HelLa et | hybridation
avec les sondes, |a corrélation étant de 100 p. 100 pour les trois
méthodes (tableau I11). L'hybridation avec les sondes indique
qu’aucune souche E. coli n’a produit CNF1 mais que les souches
CNF2* ont prédominé (84 p. 100 des souches cytotoxiques).
Treize souches ont produit VT1 ou VT2 en association ou non
avec CNF2. Les souches E. coli cytotoxiques ont été isolées chez
53 p. 100 des veaux mais avec une fréquence différente selon les
secteurs géographigues. Les souches de E. coli CNF2* ont été iso-
[ées en grand nombre pour les onze veaux étudiés prés de Ain
Défla (100 p. 100 des veaux positifs) et pour trois des quatre
veaux de la région de Bordj Bou Arréridj. Des souches E. coli
CNF2* ont aussi été isolées chez plusieurs veaux (5/11) du secteur
de Médéa. Une souche CNF2* a été isolée chez un veau sain de la
région de Tipaza. Cing souches provenant de trois veaux étaient
VT* et CNF2* alors que huit autres souches provenant de six
veaux étaient VT* seulement. A |’ exception de quatre souchesiso-
|ées chez un veau de 15 jours, toutes les souches CNF2* prove-
naient de veaux agés de 20 a 45 jours. Les souches VT* ont été
isolées chez les veaux de 15 a 21 jours. Parmi les cing souches
possédant le gene eae, une seulement produisait une cytotoxine
(VTL).

Nombre de souches positives pour :
EAE
1
3
1

VT2 CNF2+VT

Les cytotoxines
VT1

Tableau 111
Fréquence des souches de Escherichia coli produisant les toxines et (ou) les fimbriae
CNF2
23
11
3
1

:195-200

44
40
15
11
6
30
6
13

| dentification des fimbriae

Nombre de :
11
11
4
4
3
8
4*
4

Des fimbriae ont été identifiées pour 60 des souches (36 p. 100).
Aucune souche ne produisait F17a. Deux souches de E. coli K99*
ont été identifiées chez un veau de quatre jours dans la région de
Tipaza. Att111 a été trouvé chez deux souches non cytotoxino-
génes d'un veau de larégion de Bouira. CS31A a été identifié seul
Ou en association avec F17c¢ chez six souches de E. coli non toxi-
nogenes provenant de deux veaux de la région d'Alger et neuf
souches chez six veaux de larégion de Médéa. F17b a été identifié
exclusivement chez des souches E. coli CNF2* des veaux de Ain
Défla et de Médéa. F17c était produit par 20 des 165 souches étu-
diées dont 5 positives pour CNF2*,

Veaux Souches

Revue Elev. Méd. vét. Pays trop., 1998, 51 (3)

Secteur géographique
Ain Défla
Borj Bou Arréridj

Médéa
Alger

Bouira
Tipaza
Béjaia
* Veaux sains

19

~



Retour au menu

Enteropathogenic E. coli in calves in Algeria

B PATHOLOGIE INFECTIEUSE

lev. Méd. vét. Pays trop., 1998, 51 (3) : 195-200

2

— Revue E

I’identification génotypique pour les pilines et les adhésines de la
famille F17 a été conduite exclusivement chez les 51 souches cy-
totoxiques afin de confirmer les résultats de 1’étude phénotypique
(tableau IV). Trente pour cent des 53 souches CNF2* étaient posi-
tives pour les pilines ou les adhésines de la famille F17, alors que
la majorité des souches VT* (77 p. 100) étaient négatives pour les
genes de la famille F17. Pour 23 souches il s’ agissait des génes co-
dant pour les fimbriae F17b et pour 6 souches, pour les fimbriae
F17c et dans tous les cas associés aux génes des adhésines de la
sous-famille II définie par Bertin et coll. (3). Une trentiéme souche
CNF2* était positive seulement pour les génes des adhésines de la
sous-famille II. L’étude électrophorétique des souches E. coli
F17b* a mis en évidence une hétérogénéité pour le poids molécu-
laire apparent (environ 20 kDa) des sous-unités F17b-A (figure 1).

B DISCUSSION ET CONCLUSION

Ces travaux sont un élément d’une étude plus globale visant 2 pré-
ciser I’étiologic infectieuse des diarrhées rencontrées chez les
veaux en Algérie, incluant la recherche des virus et parasites.
L’¢étude spécifique des colibacilles entéropathogénes n’a mis en
évidence des colibacilles entérotoxinogénes K99+ que chez un
veau 4gé de quatre jours. Il s’agit d’un cas trés particulier puisque
le veau était issu d’une vache importée d’Europe en fin de gesta-
tion. La majorité des autres veaux diarthéiques étaient plus 4gés,
la plupart ayant deux & quatre semaines. L’étude a permis d’identi-
fier plusieurs secteurs géographiques ol dominaient certains pa-
thotypes. Dans la région de Ain Défla ont été identifi€es majoritai-
rement des souches E. coli CNF2*, F17b* et dans celle de Bordj
Bou Arréridj des souches CNF2*, F17c. Dans la périphérie
d’Alger, les souches E. coli produisaient CS31A et F17¢. Dans la
région de Médéa ont été isolées des souches CNF2*, F17b ou
CS31A et F17¢c. En revanche, si 13 souches E. coli VT ont été
identifiées (7,8 p. 100) dont 5 associant la production des cyto-
toxines CNF2 et VT, ces isolats provenaient de veaux répartis
dans les différentes zones géographiques.

Les E. coli CNF2* ont été associés aux diarrhées et septicémies
chez I’agnean (12) et le veau (37). Par ailleurs, I’infection expéri-
mentale du porcelet par des souches E. coli produisant les toxines
CNF (17, 44) indique que les cytotoxines CNF contribuent  la pa-
thogénicité des E. coli dans la colibacillose du porc. Toutefois, dif-
férentes études montrent qu’on isole E. coli CNF2* avec une fré-
quence comparable chez les animaux malades ou sains (5, 7, 33)
et, dans cette étude, I’échantillonnage des quatre veaux sains ne
permet pas une comparaison significative avec les animaux ma-
lades.

La production de VT est fréquente pour les souches E. coli isolées
de bovins malades ou sains, mais ce sont seulement les souches
VT produisant 1’intimine (souches EAE") et donc les 1ésions d’at-
tachement-effacement qui seraient pathogénes (34). Ce n’était pas
le cas pour la majorité des souches VT* identifiées au cours de
cette étude puisqu’une seule souche possédait le géne eae. Pour
Pautre pathotype correspondant aux souches E. coli CS31A*, ce
caractere est corrélé a des propriétés septicémiques (10) ou & un
syndrome de gastro-entérite avec des signes d’ataxie (16). E. coli
CS31A* se classe dans la famille des bactéries septicémiques pa-
thogenes opportunistes.

L’étude des fimbriae des souches E. coli CNF2* confirme que la
majorité d’entre elles produisent les fimbriae F17b (15) connues
également sous ’appellation de Vir (39), mais certaines expriment
le variant F17¢ comme cela avait été mentionné par Bertin et coll.
(3). Les 1égeres différences dans les poids moléculaires apparents

Tableau IV

Genes gouvernant la biogenése des pilines
ou des adhésines de la famille F17
parmi les souches de E. coli cytotoxiques

123456

< 20 kDa

Figure 1 : Profil électrophorétique des souches bactériennes

1. Souche de Escherichia coli H209 F17b+, référence pour F17b
2. Souche de Escherichia coli HC22, variant F17b, type 1

3. Souche de Escherichia coli AD52, variant F17b, type 2

4. Souche de Escherichia coli AD16, variant F17b, type 1

5. Souche de Escherichia coli AD7a, variant F17b, type 2

6. Souche de Escherichia coli §5, référence pour F17b.

des sous-unités de F17b (figure 1) suggérent une certaine hétéro-
généité des fimbriae F17b. On peut penser qu’une petite différence
des séquences en acides aminés des sous-unités explique la diver-
sité des profils électrophorétiques comme cela a déja été noté pour
d’autres fimbriae (9, 14). Enfin, une étude complémentaire montre
que les sérotypes. O3:K2:H19 et O55:K:H32 sont largement re-
présentés pour. la famille des souches CNF2, F17b*, alors que les
souches CNF2, F17¢* ont pour sérotype- 0115:K?:H10.
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En conclusion, si cette étude apporte des précisions intéressantes
sur les caractéristiques des colibacilles cytotoxiques, €lle se propo-
sait en premier lieu de préciser I’ étiologie colibacillaire des patho-
logies diarrhéiques chez les veaux en Algérie. Les résultats obte-
nus ne sont pas complétement démonstratifs. 1ls mettent en
exergue des cytotoxines et des facteurs de colonisation dont les ef-
fets in vitro sont bien documentés. Toutefois, différents résultats
épidémiologiques publiés a ce jour montrent que I’isolement de
colibacilles CNF2* ne différencie pas clairement les animaux ma-
lades des animaux sains (5, 35). De méme, les bovins sont por-
teurs asymptomatiques pour les souches E. coli VT, le pouvoir
pathogéne s exprimant seulement en association avec |e caractére
EAE" (34). Par ailleurs, les colibacilles CS31A* sont des patho-
geénes opportunistes (10). Si on ne peut pas écarter le rdle de ces
colibacilles dans les pathologies diarrhéiques, d’autres caracteres
complémentaires plus discriminants restent aidentifier.
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Resumen

Mohamed Ou Said A., Pohl P., De Rycke J., Contrepois M.
Toxins and fimbriae produced by strains of Escherichia coli
isolated from feces of diarrheic calves in Algeria

One hundred and sixty-five Escherichia coli strains isolated
from several geographic areas (200 km around Algiers) from
45 diarrheic and 4 healthy calves were studied for cytotoxins
(CNF1, CNF2, VT1, VT2) and fimbrial antigens (K99, F17a,
F17b, F17c, Attl111 and CS31A). Most of the calves were 2 to
4 weeks old. E. coli strains producing CNF2 and F17b or F17¢c
fimbrial antigens were highly prevalent in the Ain Defla and
Bordj Bou Arreridj areas with 100 and 75% of positive calves,
respectively. In suburban Algiers, non-cytotoxic E. coli strains
producing CS31A and/or F17c surface antigen(s) were
isolated. In the Medea area both strain types were isolated.
Only few VT-producing E. coli strains were identified. A
specific study focusing on F17-related fimbriae produced by
cytotoxin-producing E. coli strains showed that 50% of CNF2
producing isolates were F17b or F17c positive.

Key words: Cattle - Calf - Diarrhea - Escherichia coli -
Toxicity - Algeria.

Mohamed Ou Said A., Pohl P., De Rycke J., Contrepois M.
Toxinas y fimbrias producidas por las cepas de Escherichia
coli aisladas en heces de terneros diarreicos en Argelia

Se estudiaron 165 cepas de Escherichia coli, aisladas en dife-
rentes sectores geograficos (200 km alrededor de Argel), a
partir de 45 terneros diarreicos y de 4 terneros sanos, con el
fin de detectar la produccion de citotoxinas (CNF1, CNF2,
VT1y VT2) y de fimbrias (K99, F17a y F17b, F17c, Attl11l y
CS31A). La mayoria de los terneros tenian entre dos y cuatro
semanas de edad. Las cepas de E. coli que produjeron CNF2
y las fimbrias F17b o F17c predominaron en la regién de Ain
Defla y de Bordj Bou Arreridj, donde, respectivamente, 100 y
75% de los terneros fueron positivos. En la periferia cercana
de Argel, se aislaron las cepas de E. coli no citotoxigenas que
produjeron las fimbrias CS31A y/o F17c. En la region de
Medea, se aislaron estos dos tipos de cepas. Se identificaron
pocas cepas de E. coli VT™. El estudio especifico de las cepas
citotoxicas para la produccion de fimbrias F17 mostré que
50% de las cepas CNF2* produjeron F17b o F17c.

Palabras clave: Ganado bovino - Ternero - Diarrea - Escheri-
chia coli - Toxicidad - Argelia.



