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DESCRIPTION DU SUJET
DE RECHERCHE ABORDE

Les Escherichia coli nécrotoxinogénes (NTEC) sont
caractérisées par la production d’une toxine, le facteur
cytotoxique nécrosant (CNF), capable de provoquer la
formation de cellules géantes multinucléees lorsqu’elle est
administrée a des cellules HeLa en culture et de la nécrose
lorsqu’elle est injectée sous la peau de lapin. Deux différents
types de CNF sont connus a I’heure actuelle : CNF1, dont
le géne est situé sur le chromosome, et CNF2, dont le
geéne est situé sur un plasmide, nommé Vir. Les souches
d’Escherichia coli qui les produisent ont été appelées
NTECI et NTEC2, respectivement. Les souches NTEC2
ont été mises en évidence dans des pathologies trés diverses
des ruminants : infections du tractus gastro-intestinal,
pneumonies, septicémies, métrites, mammites, avortements,
mais elles ont également été isolées de bovins sains.
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In vitro, I’interaction de cellules HeLa avec une souche
NTEC2 provoque I’apparition d’un effet cytopathique
caractérisé par un élargissement des cellules, un arrét du
cycle cellulaire en phase G2/M et la formation de fibres de
stress. Dans ce modele, la réorganisation du cytosquelette
d’actine traduit par la formation des fibres de stress est di a
la toxine CNF2 alors que I’arrét du cycle cellulaire est da a
un membre de la famille des toxines cytoléthales distendant,
CDT-III dont I’opéron, constitué des trois genes cdt-A, cdt-
B et cdt-C, est situé sur le plasmide Vir également.

In vivo, dans les années septante, un veau a été inoculé avec
une souche NTEC2 ovine. Celle-ci a provoqué la mort de
I’animal aprés apparition de symptomes nerveux. La souche
inoculée a été mise en évidence dans le sang et les organes
internes de ’animal. Depuis lors, aucune expérience n’a été
réalisée en vue de confirmer les effets des souches NTEC2



dans les pathologies des ruminants et d’étudier les rdles des
toxines CNF2 et CDT-III.

RESULTATS

Dans la premiere étude, onze veaux colostrum-restreints
ont été inoculés oralement a 1’age de six heures avec deux
souches NTEC2. La premiére souche (1404 ; sérotype
078:K80:H-:F17) avait été isolée du sang d’un veau
septicémique. La deuxiéme souche (B20a ; sérotype O15:
K14:H-:F17) avait été isolée des matic¢res fécales d’un
veau diarrhéique. Tous ces veaux ont présenté une diarrhée
liquide et abondante qui a persisté jusqu’au moment de
I’euthanasie chez huit d’entre-eux. Chez ces huit veaux, la
présence de la diarrhée était en corrélation avec 1’excrétion
fécale de la souche inoculée. A 1’autopsie, les 1ésions
présentes étaient une congestion vasculaire de la muqueuse
intestinale accompagnée d’une hypertrophie des ganglions
mésentériques associés. Une analyse bactériologique a
permis de confirmer la colonisation intestinale ainsi que de
constater la présence de la souche inoculée dans le sang du
ceeur, le foie et/ou les poumons de ces veaux. Les 1ésions
histologiques étaient celles d’une entérocolite accompagnée
d’une lymphadénite et d’une bronchopneumonie limitée.

Quatre veaux ont été inoculés de la méme fagon avec une
souche considérée comme non-pathogene (H209) dans
laquelle a été introduit le plasmide Vir de la souche 1404.
Ces inoculations ont résulté en 1’apparition d’une diarrhée,
de Iésions intestinales et d’invasion identiques a celles
rencontrées chez les veaux inoculés avec la souche sauvage.
Dans le but d’analyser les rdles respectifs de la toxine CNF2
et de la toxine CDT-III, des veaux ont été inoculés avec les
mutants isogéniques Acnf2 et Acdt-I1I4 de la souche 1404
(aimablement recus du Dr Eric Oswald de 1’Unité INRA-
associée de Microbiologie moléculaire de 1’Ecole National
Vétérinaire de Toulouse, France). Trois des quatre veaux
inoculés avec la souche 1404Acnf2 n’ont présenté aucun
symptome clinique particulier malgré une colonisation
intestinale réussie ainsi que I’atteste la présence de la
souche inoculée dans les matiéres fécales jusqu’au moment
de I’euthanasie et dans le contenu intestinal a I’autopsie. La
souche mutante ¢tait cependant toujours capable d’envahir
I’organisme et d’atteindre les organes internes de ces veaux.
Les veaux inoculés avec la souche 1404Acdt-1lIA ont
évolué de la méme fagon que les veaux inoculés avec la
souche sauvage en ce qui concerne les signes cliniques, la
colonisation intestinale, les 1ésions macroscopiques et les
lésions microscopiques.

Ce travail a également démontré 1’existence des souches
NTECI et NTEC2 parmi des collections de colibacilles
isolés de veaux diarrhéiques et septicémiques, dans les
années 1960 et 1970. A c6té des toxines CNF1 et CNF2 ,
d’autres facteurs potentiels de virulence des souches NTEC

existaient déja a cette époque : la toxine CDT-III, ainsi que
les adhésines F17, Pap, Afa-VIII et Sfa. Enfin, nous avons
mis au point deux PCR multiplexes permettant la détection
des génes codant pour les facteurs potentiels de virulence
précités, ainsi que pour le sidérophore aérobactine.

CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

Les souches NTEC2 sont capables de coloniser I’intestin, de
provoquer une diarrhée persistante, de passer dans le systéme
circulatoire et d’atteindre les organes internes apres inoculation
par voie orale chez des veaux colostrum-restreints.

De plus, le, ou les, facteur(s) responsable(s) de I’apparition
de la diarrhée se trouve(nt) sur le plasmide Vir de la souche
1404. 11 s’agit de la toxine CNF2, seule ou en collaboration
avec d’autres facteurs, tels que 1’adhésine F17 qui semble
étre responsable de la colonisation intestinale. Cependant,
I’inoculation d’une série de veaux avec une souche 1404Af77
serait nécessaire pour en avoir confirmation. De plus, la
toxine CDT-III, de part son action sur le cycle cellulaire, a
pour cible principale les tissus en perpétuel renouvellement.
Cette toxine pourrait donc jouer un rble, non pas dans
I’apparition de la diarrhée, mais dans son entretien en
empéchant 1’épithélium de se renouveler.

Le, ou les, facteur(s) responsable(s) de I’invasion se
trouve(nt) également sur le plasmide Vir de la souche
1404. 11 ne s’agit en apparence ni de la toxine CNF2 ni de
la toxine CDT-III, individuellement. Cependant, ici encore,
CDT-III pourrait jouer un roéle, non pas directement dans
la pathogénicité, mais dans la potentialisation des effets de
CNF2, en facilitant I’invasion. Le role des autres facteurs
de virulence potentiels tels que résistance au sérum et
production d’aérobactine n’ont pas été investigués ici.

Ces différentes observations pourraient étre confirmées ou
infirmées en inoculant plusieurs séries de veaux avec une
souche H209 dans laquelle aurait été introduit le plasmide
Vir muté au niveau des genes codant pour la toxine CNF2
ou CDT-III. De plus, si au niveau moléculaire et cellulaire,
les trois protéines constituant la toxine CDT, CDT-A, CDT-
B et CDT-C, sont nécessaires pour obtenir un effet, il n’en
est peut-étre pas de méme in vivo. L’inoculation de veaux
avec la souche 1404 mutée au niveau des génes cdt-I11B ou
cdt-1I1C permettrait de s’en assurer.
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