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Summary

DIARRHOEA OF THE NEWBORN

: CHARACTERISTICS AND PATHOGENIC MECHANISMS

OF ENTEROPATHOGENIC ESCHERICHIA COL/ IN THE CALF AND THE PIGLET. A RE-

VIEW.

— The present knowledge of the enteropathogenic characteristics of Escherichia

coli (adhesion and toxinogenesis) is reviewed in the calf, and compared with piglet data.

A pathogenic model of E. coli diarrhoea in the calf is proposed,

taking into account

the electromyographic, bacteriologic and physiologic data.
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1. Introduction

Cinguante pour cent des maladies du veau
nouveau-né se rattachent a un syndrome
complexe dont un des symptdmes majeurs
est la présence de diarrhée. Des observa-
tions trés anciennes (Jensen 1893, Dyar et
Keith 1894, Nocard et Leclainche 1898..)
avaient déja souligné la présence dans le
sang et en nombres anormalement élevés
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dans les féces d’Escherichia coli. Des études
épidémiologiques plus récentes effectuées
en France (Renault 1970, Contrepois et
Gouet 1972, Scherrer et al. 1975, Gouet, Con-
trepois, Bordas non publié}, aux U.S.A.
(White et al. 1970, Sivaswamy et Gyles 1976,

(Woode et al. 1974, Kilkenny et Rutter 1975),"

Moon et al. 1976), en Grande-Bretagne
et en Belgique (Thomas 1975) confirment la
grande fréquence d'Escherichia coli (30 a
60 % des féces d’animaux diarrhéiques)
mais révélent aussi la présence de Rotavirus
dans 50 a 60 % des cas. C'est encore au
cours de ces derniéres années que des
résultats originaux ont apporté des preuves
concrétes de la pathogénicité de certains
types d’E. coli impliqués dans ces diarrhées
et de leurs mécanismes d’'action : présence
d’antigénes d’attachement (K88 et K99} a la
mugqueuse intestinale, sécrétion d’entérotoxi-
nes thermostables et (ou) thermolabiles,
déterminisme génétique de ces caractéres
par des plasmides, action physiologique de
ces entérotoxines. Cette revue se propose
de faire le point des résultats actuellement
obtenus dans l'ensemble de ces domaines.

2. Ubiquité d'E. coli

La microflore digestive des veaux nou-
veau-nés sains ou diarrhéiques a été prin-
cipalement décrite par Smith et Orcutt (1925)
puis plus récemment par Smith (1962, 1985),
Contrepois et Gouet (1973, 1977) et Hillaire
(1976). Dés les premiéres heures de la vie
(Smith 1965), E. coli non pathogéne s'im-
plante dans lintestin du veau sain, mais
seulement a partir de l'iléon o il atteint
105 - 10¢/g et surtout au niveau du gros
intestin (10°/g.) L’'état diarrhéique se carac-
térise par un accroissement considérable des
colibacilles dans le duodénum et le jéjunum
qui peuvent atteindre et dépasser 108/g de
contenu. Dans la plupart des cas, les séro-
types isolés sont entérotoxinogénes. A coté
d’E. coli une flore trés importante en nom-
bres et variée dans ses espéces et biotypes
va s'implanter. Les différents segments du
tube digestif vont créer autant de niches
écologiques particuliéres et entrainer des
variations importantes dans la composition
de la microflore. Chez les veaux sains Lacto-
bacillus acidophilus et Lactobacillus fermenti
s’implantent dés la caillette (105 - 10¢/g) et
le jéjunum o0 ils dominent trés nettement

Streptococcus faecium et Streptococcus avis
(102/g). Au-dela on retrouve a des niveaux
comparables (10° & 5.10°/g) Lactobacillus,
Streptococcus et de nombreux genres
d’anaérobies stricts : Bifidobacterium, Bacte-
roides, Clostridium, Fusobacterium.

Chez le veau diarrhéique, |'augmentation
du nombre d’E. coli dans l'intestin gréle est
accompagnée d’une élévation sensible des
différentes espéces composant la micro-
flore (Smith 1962, Hillaire 1976, Contrepois
et Gouet 1977) pouvant traduire une hypo-
motricité de la caillette et de l'intestin gréle.
Pour Smith (1962) ces nombres doublent ou
triplent chez les veaux diarrhéiques ayant
recu du colostrum alors que l'accroissement
atteint 10 fois pour les Lactobacillus, 10 a
100 fois pour les Clostridium chez les veaux
privés de colostrum, Qualitativement Hillaire
(1976) et Gouet (non publié) observent parmi
les Lactobacillus une domination importante
de L. fermenti, espéce hétérofermentaire, et
ce depuis la caillette. Ces souches croissent
en colonies irréguliéres ouatées ou flocon-
neuses et n'apparaissent pas chez le veau
sain. Ceci contredit les résultats de Smith
(1962) qui observe aussi bien chez les veaux
sains que diarrhéiques des colonies «irré-
gulieres » de lactobacilles sans autres pré-
cisions. Il faut enfin souligner le dévelop-
pement simultané et la coexistence parfaite
de Lactobacillus et d’E. coli dés le duodé-
num chez le veau malade et dans le cblon
et le ceecum du veau sain.

Escherichia coli est donc un héte normal
de l'intestin des mammiféres ol il constitue
I'un des éléments d'une microflore complexe.
Mais il faut distinguer a l'intérieur de cette
espece de nombreux biotypes caractérisés
par un pouvoir pathogéne et |'aptitude a
survivre ou proliférer dans un environne-
ment écologique donné. Ces biotypes peu-
vent étre dépendant des nombreux plasmides
et épisomes (ADN extra-chromosomal
généralement transférable) qui codent pour
des caractéres particuliers. Les plus connus
des généticiens sont les facteurs F de sexua-
lité, les facteurs R de résistance aux anti-
biotiques et les plasmides Col responsables
de la production de colicine. Ces ADN extra-
chromosomaux peuvent aussi coder pour des
caractéres conférant a E. coli des avantages
sélectifs (K99, Col V, K88) ou des fonctions
pathogénes (Vir, Ent, Hly). Dans ces condi-
tions, une telle espéce bactérienne ne peut
&tre considérée comme responsable d’une
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maladie sur le seul critére de son isolement,
contrairement a des germes hautement
pathogénes tels que Clostridium novyi, Sal-
monella typhimurium, Bacillus anthracis.

Il est donc nécessaire de compléter l'iden-
tification des souches d’E. coli isolées d'ani-
maux malades, par la mise en évidence de
certains de ces caractéres spécifiques.

3. Sérotypes d’'Escherichia coli

Les Escherichia coli peuvent posséder 3
types d’antigénes distincts :

— Les antigénes O ou antigénes soma-
tigues localisés au niveau de la paroi et
constituant I'endotoxine thermostable.

— Les antigénes K ou antigénes d’'enve-
loppe. lls sont subdivisés en trois groupes
selon leur stabilité a la chaleur. lls sont dits
de type L si le chauffage a 100°C pendant
une heure détruit leur antigénicité et leur
affinité pour les sérums anti-K correspon-
dants. lls sont dits de type B s'’ils perdent,
dans les mémes conditions, leur antigénicité
mais conservent leur affinité. Les antigénes
K de type A sont stables a 100°C mais
sont détruits par chauffage a 121°C pendant
deux heures.

— Les antigénes H ou antigénes flagel-

laires.

Chez I'Homme, certains sérotypes sont
particulierement fréquents dans les diar-
rhées néo-natales. Ce sont :

0111:KA(B) 0119:K14(B)
055:K5(B) 0124:K17(B)
026:K6(B) 0125:K15(B}
086:K7(B) 0126:K16(B)
0129:K12(B) 0127:K8(B)

Chacun de ces sérotypes d’origine humaine
peut étre mobile ou immobile et dans ce cas,
il posséde un antigene flagellaire de type H
variable (Andremont 1976). Ces sérotypes
sont reconnus comme ayant un pouvoir enté-
ropathogéne susceptible de provoquer des
épidémies en milieu hospitalier. Mais il ne
faut pas en déduire que le pouvoir patho-
géne est di a la possession des antigénes
cités. En effet, certains Citrobacter non
pathogénes peuvent avoir les mémes anti-
génes O et K que certains E. coli entéropa-
thogénes (Le Minor 1974). De plus, certaines
souches d'E. coli appartenant a ces sérotypes
ne sont pas entérotoxinogénes {(Andremont
1976).

Chez le porcelet, on rencontre fréquem-
ment les sérotypes 08, 09, 0101, 0138, 0149 et
0141 (Lapras 1970}, associés le plus souvent
a un antigéne capsulaire particulier, K88
(Renault et al. 1975).

Chez le Veau, une étude portant sur 525
souches isolées de 216 veaux diarrhéiques
(Vallée et al. 1970) a permis l'identification
de lantigéne 0 de 318 d’entre elles. Leur
fréquence est variable selon le sérotype

08 ... 13,07 %
09 . 11,11 %
0101 ... 9,15 %
011 784 %
086 .................... 588 %
021, 0143, 0145 .......... 4,57 %
068, 0118 .............. 3,26 %
04, 06, 023 ............. 2,61 %

Renault (1970) confirme I'existence de ces
sérotypes prédominants en France. Mais une
étude systématique a montré que dans un
méme élevage bovin de I'LN.R.A, les séro-
types d’'E. coli variaient d’'une année a l'au-
tre. Ainsi, le sérotype 0101 qui était impliqué
chez 48 % des animaux malades en 1971
était absent en 1972 dans cet élevage (Con-
trepois et Gouet, 1972).

La sérologie est un moyen complémentaire
de classification et d’identification présomp-
tive des E. coli entéropathogénes mais ne
peut en aucun cas élucider le mécanisme
de la diarrhée. De plus, la tentative de vac-
cination basée sur les sérotypes les plus
frequemment rencontrés se traduit par un
échec (Contrepois et Gouet, 1972). Il est
donc essentiel de tenir compte d’autres fac-
teurs associés directement a la pathogéni-

cité, en particulier I'attachement a la
muqgueuse intestinale et la production de
toxines.

4. Attachement d’'Escherichia coli a la mu-
queuse intestinale

Dés 1925, Smith et Orcutt avaient remar-
qué la disposition en « paquets» d’'E. coli
dans lintestin gréle des veaux nouveau-nés
atteints de diarrhée. Par ailleurs, Briggs
et al. (1951) pensaient que le pouvoir pro-
tecteur du colostrum chez le veau était lié
a la présence d’anticorps anti-K. Ces deux
observations remarquables pour I’époque, ne
furent pas exploitées.

Pour peu que le milieu leur soit favorable,
I'attachement des bactéries a la muqueuse
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intestinale leur confére un avantage « sélec-
tif » dans la mesure ol leur nombre sera
moins dépendant du transit intestinal. Cet
attachement est connu chez les bactéries
non pathogénes (Gibbons et Van Houte,
1971, Fuller 1975) et chez les E. coli enté-
ropathogénes.

Chez le porcelet diarrhéique, Arbuckle
(1970) avait montré qu'E. coli était essentiel-
lement localisé dans le mucus couvrant les
villosités le long des bordures en brosse.
Cette affinité particuliére est indépendante
de la production de mucinase puisque cer-
taines souches non pathogénes et produc-
trices de cette enzyme restent localisées
dans la lumiére intestinale (Arbuckle 1971).
En microscopie électronique-a transmission,
les cellules bactériennes sont contigués aux
villosités et sont entourées d'un halo trans-
parent aux électrons (Bertschinger et al.
1972). Parallélement a ces travaux, Smith et
Linggood (1971) attribuaient cette adhérence
a I'antigéne K88 spécifique des souches enté-
ropathogénes d’'E. coli d'origine porcine.
Cette structure codée par un plasmide trans-
férable favorise la prolifération in vivo, dans
les segments antérieurs du tube digestif de
jeunes porcelets. /n vitro, seules les bactéries
K88+ adherent aux cellules épithéliales de
porcelets. Ces propriétés d'attachement sont
inhibées par un sérum anti-K88 (Jones et
Rutter 1972). A Ia différence des autres
antigénes d’'enveloppe, I'antigéne K88 n’est
pas polysaccharidique, mais protéique. L'ana-
lyse des acides aminés constitutifs révéle un
fort taux de thréonine, d'acide aspartique et
d'acide glutamique. Il ne contient ni cystéine,
ni cystine. Morphologiquement, I'antigéne K88
se présenterait comme de fins filaments a
la surface des cellules bactériennes. Il leur
confére des propriétés d'hémagglutination
résistante au mannose, ce qui le différencie
des fimbriae connus chez E. coli (Stirm et al.
1967).

En 1972, Smith et Linggood ont mis en
évidence un antigéne K commun (K « Co »)
aux souches d'origine bovine et d'origine
ovine qui a été inclus en 1975 (Orskov et al.)
dans la nomenclature internationale sous le
nom de K89. Comme le K88, I'antigéne K99
est codé par un plasmide qui peut étre 6té
d'une bactérie par l'orangé d’acridine ou
transféré dans une souche réceptrice par
conjugaison. Cependant, ce plasmide ne
serait pas autotransférable et nécessiterait
une mobilisation par un plasmide de résis-

tance ou un plasmide (Ent) [Falkow et al.
1976]. Le curage par l'orangé d’acridine a été
utilisé par Smith et Linggood (1972) pour
obtenir une souche 08:K85K99 a partir
d'une souche 08:K85,K93' d'origine bovine.
Seuls les agneaux inoculés avec la souche
K99+ ont eu la diarrhée et avaient un grand
nombre d'E. coli dans lintestin gréle. La
fonction de l'antigene K99 est donc de favo-
riser le développement anormal d'E. coli
dans l'intestin gréle de maniére analogue a
'antigéne K88 (Smith et Linggood 1971, Jones
et Rutter 1972).

In vitro, la présence du plasmide K99 per-
met aux cellules bactériennes d’'adhérer aux
bordures en brosse isolées de muqueuse
bovine. Comme I'antigéne K88, de trés fins
filaments dénotent la présence de K99 (Bur-
rows et al. 1976). Sa purification a été réa-
lisée récemment par plusieurs équipes. Isaac-
son (1977) confirme une structure protéique
et sépare par chromatographie sur DEAE-
cellulose I'affinité pour un sérum anti-K99 et
'activité hémagglutinante résistante au man-
nose. Morris et al. (1977} proposent une
nature glyco-protéique. Les expériences
d’inhibition d’hémagglutination réalisées par
ces auteurs indiqueraient qu'un groupe-
ment N-acétyi-glucosamine serait impliqué
dans le {ou les) site responsable de I'activité
hémagglutinante. Selon Selwood et Gibbons
(communication personnelle) I'antigéne K99
aurait un PM supérieur & 2 M, car il est
exclu sur Sépharose 2B. En fait Girardeau
et al. (travaux non publiés) ont isolé une
substance, par précipitation a pH 4,5 et
ultracentrifugation, d'un PM supérieur a
15 M.

L’identité de I'activité HMR et de l'antigene
K99 n’est pas encore évidente. En effet,
Tixier et Gouet (1975) avaient mis en évi-
dence une hémagglutination résistante au
mannose (HMR) vis-a-vis d’hématies de che-
val spécifiques des souches entérotoxino-
génes d'origine bovine, puis émis ['hypo-
thése que HMR et K99 étaient identiques.
En 1976, Burrows et al. puis Guinee et al.
en 1977, ont fait la méme assimilation qui
nous semble maintenant devoir étre nuan-
cée. En effet, dans nos recherches, nous
n‘avons jamais mis en évidence de souches
HMR K99' mais nous avons rencontré des
souches HMR K99 . Si HMR et K99 appar-
tiennent réellement a la méme structure,
I'existance de telles souches pourrait étre
due a une différence de sensibilité des tech-



ESCHERICHIA COLI ENTEROPATHOGENES 133

niqgues de détection. Mais on peut avancer
I'hypothése que K99 n’est pas transférable
seul (Falkow et al. 1976) et qu'il devrait étre
mobilisé par un autre plasmide codant en
particulier pour 'antigéne HMR.

Dans ces conditions, toute souche K99+
serait HMR, mais les deux structures étant
différentes, il serait possible de les disso-
cier (lsaacson 1977). Cette hypothése reste
a confirmer mais souléve deux probiémes
importants : les fins filaments observés en
microscopie électronique sont-ils la struc-
ture K99 ou la structure HMR ? L’'attache-
ment est-il di a Vantigene K99 ou a HMR ?

Quoi qu'il en soit, le role in vivo de K99
(ou de HMR) démontré chez l'agneau par
Smith et Linggood (1971) a été confirmé
chez le veau conventionnel. Une souche B41
Ent*K99+ d'origine bovine est retrouvée a
raison de 10¢ bact/g de féces 7 jours aprés
administration orale chez le veau conven-
tionnel et on la retrouve encore pendant plus
de 15 jours. Par contre, la méme souche,
curée de plasmide K99 n’'est plus qu’'a 103
bact/g de féces, 7 jours aprés I'inoculation
et une souche d’E. coli K12 est éliminée en
3 jours. Par contre, si elle recoit un plas-
mide Ent conjointement ou non a un plas-
mide K99, la souche est a 104 bact/g de
féces 7 jours aprés inoculation et encore
présente 11 jours aprés. Les expériences
ayant été menées chez le veau convention-
nel agé de 5 a 10 jours, Falkow et al. (1976)
concluent que l'antigéne K99 peut conférer
un avantage aux souches pathogenes dans
les premiers jours de la vie, mais que cet
avantage est perdu trés rapidement. Par
contre, selon eux, le plasmide (Ent) confé-
rerait une persistance plus importante des
souches porteuses de ce plasmide soit par
production d’entérotoxines, soit par un autre
géne codé par le méme plasmide. En fait,
dans I'hypothése ou les veaux utilisés ont
recu un colostrum riche en anticorps anti K,
ce que les auteurs ne précisent pas, les
résultats de ces expériences peuvent étre
fausseés.

L'attachement d’Escherichia coli semble
donc nécessaire a I'expression de la patho-
génicité que ce soit chez le porc, chez
l'agneau ou chez le veau. Les antigénes d'at-
tachement (K88 ou K99) favoriseraient V'ac-
tion des toxines de par la localisation des
cellules bactériennes, La multiplication bac-
térienne accrue au contact de la muqueuse
permettrait une action plus efficace des

entérotoxines en particulier. L'utilisation de
ce type de marqueur en épidémiologie est
donc tres importante. Elle devrait permettre
I'identification des E. coli entéropathogénes,
car toutes les études effectuées a ce jour
montrent que ce type particulier d'antigéne
est obligatoirement associé a la présence
du plasmide (Ent) [Tixier et Gouet 1975,
Moon et al. 1976, Guinee et al. 1976]. Mais
des précautions particulieres doivent étre
prises pour l'isolement des souches d’'E. coli
compte tenu de linstabilité de ces caracte-
res. L'antigéne K99 est perdu dans la plupart
des cas lors du passage des E. coli sur des
milieux tels que le DCA ou le Mac Conkey,
sans doute par la présence de sels biliaires
(Guinee et al. 1977). De plus, ce critére est
une étape dans les recherches épidémiologi-
ques, car toutes les souches Ent* ne possé-
dent pas ce caractére. Celles-ci seraient por-
teuses d'autres antigénes d’attachement,
mais ces derniers ne sont encore qu'hypo-
thétiques (Guinee et al., Moon et al. 1977).

5. Hémolysines

La plupart des souches d’'E. coli isolées de
la maladie de ',edéme du porcelet, et méme
de diarrhée du porcelet, ont un pouvoir
hémolytique in vitro (Sojka 1965). L’hémo-
lysine d’E. coli est une exotoxine protéique
de poids moléculaire élevé (PM = 580 000)
dont l'injection intraveineuse n'est pas mor-
telle chez la souris ou le lapin et ne provo-
que pas l'accumulation de fluide dans les
anses ligaturées de lapin, Par contre, Vin-
jection intradermique provogue un oedéme
important (Rennie et Arbuthnott 1974), cette
toxine est rare chez les souches d'origine
bovine et n’intervient donc pas dans la
diarrhée du veau nouveau-né.

6. Endotoxines

Les endotoxines sont des substances fai-
sant partie de la paroi de certaines bacté-
ries. Libérées lors de la lyse des cellules
bactériennes elles peuvent jouer un role
important dans un grand nombre de maladies
par leurs effets locaux et généraux. Elles
sont le plus fréquemment rencontrées dans
les formes «smooth» des bactéries Gram
négatives, notamment chez les Enterobac-
teriaceae, Vibrio cholerae, Brucella et Pas-
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teurella mais elles ont aussi été mises en
évidence chez des bactéries anaérobies

strictes telles que Bacteroides, Fusobac-
terium et Sphaerophorus (Hofstad et al.
1972).

Les endotoxines d'E. coli sont liées aux
antigénes somatiques «O» complexes de
nature glucido-lipidoprotéique (Sojka 1965).
Elles se caractérisent par la présence d'une
fraction phospholipidique particuliére appe-
lée «lipide A». Ce lipide contient notam-
ment de l'acide $-hydroxymyristique. Il est
lié a la fraction protéique par liaison cova-
lente. La toxicité des endotoxines est en
grande partie due a la présence de ce lipide
(Wober et Alaupovic 1971). Les techniques
classiques de détection des endotoxines sont
s0it l'induction de fievre chez le lapin, soit
la gélification d'un lysat d’amebocytes du
crabe Limulus (Cooper et al., 1971).

Les réactions aux endotoxines sont trés
variables suivant I'espéce animale et selon

I'individu {Van Miert et Frens 1968). Des
stress divers tels que I'environnement ou
I'alimentation (Osborne et Meredith 1970)

ainsi que l'age du sujet (Davis et Colmano
1971) modifient la sensibilité aux endotoxi-
nes. Cependant, chez la plupart des espéces
animales, elles induisent une augmentation
de la température rectale (Nielsen et Clugs-
ton 1971, Kadlecova et al. 1972, Cooper et al.
1971), accompagnée chez le lapin d'une
chute brutale et prononcée de la température
de l'oreille liée a une vasoconstriction (Cas-
trova et al. 1972). Le systéme lymphocytaire
joue un rble essentiel dans les réactions ther-
miques (Zweifach et Janoff 1964, Castrova
et al. 1972). Le systéme nerveux est égale-
ment affecté par les endotoxines. L'atonie et
la perte d’appétit sont la régle chez le porc
(Nielsen et Clugston 1971) et chez le cobaye
(Bibinova et al. 1972). Chez le rat, Kadlecova
et al. (1972) ont observé que les phases de
sommeil lent et paradoxa! sont réduites.
L'état de stress, induit par I'injection d'endo-
toxines, se traduit par une glycolyse accrue
(Woods et al. 1961). Chez le porc, I'hypo-
glycémie s'accompagne d’une augmentation
du taux de corticostéroides (Davis et Col-
mano 1971). Les endotoxines induisent par
ailleurs une leucopénie marquée, soit par
fixation locale des lymphocytes, soit par
lyse des ces cellules (Van Miert et Frens
1968, Wray et Thomlinson 1972). Chez le rat,
les endotoxines induisent une hypotension,
une diminution du débit cardiaque et une

acidose métabolique sévére (Parratt et Wins-
low 1974). Chez le veau, on observe une
hypertension pulmonaire liée a une vaso-
constriction capillaire. Celle-ci entraine par
ailleurs, une diminution de la pO, sanguine
(Reeves et al. 1972). Les observations de
Reece et Wahlstrom (1973) sont comparables
et dénotent une tachycardie importante et
une acidose sanguine sévére. L'injection LV.
de doses mortelles (Wray et Thomlinson
1972) induit des Iésions sévéres du tube
digestif en particulier une infiltration de la
sous-muqueuse par des éosinophiles et des
neutrophiles ainsi qu'un ocedéme abomasal
dans certains cas. Ces mémes auteurs ont
par ailleurs démontré la possibilité de phé-
nomeénes d'anaphylaxie passive dus au
colostrum, pouvant potentialiser la toxicité
des endotoxines d'E. coli. L’apparition de
diarrhée dépend de I'espece animale. Elle
est liée a une inflammation intestinale. Chez
le porc, la défécation est plus abondante
et plus liquide sans que l'on puisse parler
de diarrhée (Nielsen et Clugston 1971). Chez
le veau, l'injection d’endotoxines induit des
sécrétions de mucus importantes mais pas
de diarrhée (Wray et Thomlinson 1972). Par
contre, l'injection simultanée d’endotoxines
et de réserpine se traduit par une déshydra-
tation trés rapide entrainant la mort de I'ani-
mal (Verdura 1972).

Il est donc probable que les endotoxines
jouent un réle dans la diarrhée néo-natale
des veaux en induisant des perturbations
circulatoires générales et des inflammations
et {ou) des ocedémes intestinaux. Mais elles
ne sont pas responsables de la sécrétion
de fluide par Fintestin.

7. Entérotoxines

Une souche bactérienne est dite entéro-
toxinogéne lorsqu’elle est capable d’induire
un flux net d’eau et d'électrolytes vers la
lumiére de lintestin au travers de la
muqueuse, les bactéries elles-mémes restant
localisées dans la lumiere intestinale. Cette
propriété est associée a une exotoxine a
tropisme intestinal, appelée entérotoxine. De
telles substances ont été trouvées chez
Vibrio cholerae (De et Chatteriee 1953), Shi-
gella dysenteriae (Keusch et al. 1972), Sta-
phylococcus aureus (Sullivan 1969), Clostri-
dium perfringens (Duncan et Strong 1969),
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Pseudomonas aeruginosa (Kubota et Liu
1971). Salmonella typhi induit également une
sécrétion de fluide dans l'intestin, mais I'in-
tervention d'une entérotoxine n’'a pas été
démontrée (Giannella et al. 1973). Nous n’en-
visagerons dans cet article que les entéro-
toxines d’E. coli en faisant parfois appel a
des notions acquises avec la toxine cholé-
rique. Précisons dés maintenant que deux
entérotoxines ont été mises en évidence a
partir d’E. coli, I'une nommée thermolabile
(TL - Gyles et Barnum 1969), 'autre thermo-
stable (TS - Smith et Halls 1967).

7.1. DETERMINATION DU POUVOIR ENTE-
ROTOXINOGENE

-— Les anses ligaturées d’intestin gréle
ont été le premier modele utilisé. La méthode
consiste a isoler entre deux ligatures un
segment de quelques centimétres d’intestin.
Un surnageant acellulaire de culture, injecté
dans ce segment sous un faible volume
induit une dilatation par un liquide clair et
isotopique si le surnageant contient une
entérotoxine. Mis au point par De et Chat-
" terjee (1953) pour I'étude de V. cholerae chez
le lapin, ce modéle a été étendu aux enté-
rotoxines d’E. coli chez de nombreuses
espéces animales en 1967.

En ce qui concerne les souches d'origine
humaine, Evans et al. (1973) ont standardisé
le modeéle lapin. La détermination du rapport
du volume de fluide sécrété a la longueur
du segment intestinal permet une mesure
de la quantité d’entérotoxine thermostable
ou thermolabile selon que la lecture est
effectuée 6 ou 18 heures aprés l'injection
du surnageant. Cependant, il existe un gra-
dient de sensibilité de lintestin gréle aux
entérotoxines et les résultats varient d’un
animal & lautre. Chaque surnageant doit
donc étre injecté chez 8 lapins différents en
faisant varier la position du segment inoculé
(Lariviére et al. 1972). Chez le veau, seul
le jéjunum distal donne des réponses fiables
car l'iléon est insensible par ce test et le
duodénum et le jéjunum antérieur donnent
des réponses positives par le simple fait
des ligatures (Smith et Halls 1967). De plus,
la sensibilité de I'intestin gréle aux entéro-
toxines varie selon I'espéce de I'animal expé-
rimental et I'origine de la souche (Moon et

Whipp 191). Ces inconvénients sont & l'ori-

gine d'un abandon progressif de cette
méthode qui a été remplacée par des tech-

IS

niques plus fiables et plus faciles a réatliser.

— Les animaux nouveau-nés sont sen-
sibles a l'action des entérotoxines. Chez le
lapin agé de 9 jours, le surnageant étant
injecté par sonde gastrique, la mesure peut
étre effectuée 7 heures aprés par estimation
du rapport du volume du liquide intestinal
au poids de lintestin vide. Ce test n’a été

utilisé, a notre connaissance, que par Gor-
bach et al. (1972).

Le souriceau nouveau-né est largement
utilisé. Mis au point par Dean et al. (1972),
il a été standardisé par Giannella (1976). Il
consiste a injecter par voie externe 0,1 ml
du surnageant acellulaire d'une culture
d’E. coli dans l'estomac des souriceaux. La
lecture est effectuée 3 heures aprés lin-
jection par estimation du rapport du poids
de l'intestin de trois souriceaux au poids des
trois carcasses restantes. Andremont (1976)
a utilisé ce modéle pour quantifier I'entéro-
toxine termostable d’E. coli par dilution. Il
définit une dose effective 85 (EDg) comme
la quantité de matériel toxique produisant
un rapport du poids intestinal au poids cor-
porel de 0,085. Cependant, l'aspect macro-
scopique de lintestin, dés louverture de
I'abdomen du souriceau permet de conclure
sur l'entérotoxicité du filtrat testé. Cette
technique a été également utilisée par Moon
et al. (1976) pour la détermination du pou-
voir entérotoxinogéne de souches d'E. coli
isolées de veaux.

— Le test épicutané du lapin mis au
point par Craig (1965) pour la toxine cholé-
rique, a été adapté par Evans et al. (1973)
a l'étude des entérotoxines colibacillaires.
Lorsqu'une entérotoxine thermolabile de
V. cholerae ou d’E. coli est injectée dans le
derme dorsal de lapin, elle induit une aug-
mentation de la perméabilité vasculaire locale
avec apparition d'un cedéme circonscrit au
point d’injection. I suffit d’injecter par voie
intraveineuse un colorant se liant aux pro-
téines sériques (tel le bleu Evans) 24 heures
aprés linjection intradermique de la toxine.
La mesure du diamétre de la tache bleue
et l'estimation de lintensité permettent de
mesurer la quantité de toxine thermolabile
présente dans le surnageant. Une dose
bleuissante de 4 mm (ou BD,) est la quantité
de matériel toxique qui donne une lésion de
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diamétre moyen de 4 mm (Andremont 1976).
Il est maintenant bien démontré que l'enté-
rotoxine active sur le tube digestif et le
facteur de perméabilité actif sur les capillai-
res cutanés, ne sont que deux activités bio-
logiques de la méme molécule et ceci aussi
bien chez V. cholerae que chez E. coli (Craig
1971, Evans et al. 1973). Les entérotoxines
thermolabiles d’origine porcine sont égale-
ment mises en évidence par ce modéle
(Holmgren 1973).

— La détermination du pouvoir entéro-
toxinogéne d’E. coli a V'aide de cultures cel-
lulaires est trés récente. Keusch (1973)
signale que !'entérotoxine TS d'E. coli n’a
aucun effet sur les cultures de cellules
He-La. Mais par la suite trois lignées cellu-
laires ont permis des travaux importants.
Rutter et Luther (1973) ont démontré que
I'entérotoxine thermolabile possédait un pou-
voir cytopathogéne sur cultures primaires
de cellules thyroidiennes de porc. En culture
de cellules Y, de surrénales de souris, Donta
et al. (1974) induisent un arrondissement des
cellules parallelement a une stimulation de la
toxine cholérique et I'entérotoxine thermola-
bile d'E. coli (Donta et al. 1973, Donta et
Smith 1974). Cette action est dépendante
de I'AMP-cyclique (Kwan et Wishnow 1974).
La microculture de ces cellules Y, rend
possible la détermination sur de nombreuses
souches d’'E. coli permettant ainsi les enqué-
tes épidémiologiques (Sack et Sack 1975).
D'autres cellules ont été également utilisées
pour l'‘étude de I'entérotoxine thermolabile
d’E. coli. Elle induit une lipolyse dans les
cellules graisseuses de ['épididyme de rat,
ce phénoméne étant mis en évidence par
dosage du glycérotl libéré (Evans et al. 1972).
Guerrant et al. (1974) utilisent une lignée cel-
lulaire CHO-KI d'ovaire de hamster chinois.
L'entérotoxine thermolabile d’'E. coli ainsi
que la toxine cholérique induisent un allon-
gement de ces cellules et une stimulation de
la synthése d’AMP-cycligue.

7.2. PRODUCTION D'ENTEROTOXINES N

VITRO

Divers milieux et conditions de culture ont
été proposés pour l'obtention d’entérotoxi-
nes d’'E. coli. Le milieu de Smith et Halis
(1967) est une gélose molle d'extrait de
viande glucosé et l'incubation est effectuée

a 37°C en flacons de Roux. Cette méthode
est peu pratique car elle exige de nombreu-
ses manipulations et I'élimination de la
gélose aprés culture est délicate. L'étude de
trois milieux différents (Gianella 1976) a
montré que I'entérotoxine thermostable
n’'était pas produite sur bouillon Trypticase-
soja, méme aéré. Les meilleurs rendements
sont obtenus en culture agitée avec le
milieu Casamino-acid Extrait de levure de
Evans et al. (1973). La production d’entéro-
toxine est encore accrue si on augmente la
concentration en extrait de levure jusqu'a
6 g/l. Par ailleurs, I'entérotoxine thermosta-
ble (TS) est libérée pendant la phase de
croissance et atteint un maximum en phase
stationnaire. La production d'entérotoxine
thermolabile (TL) intervient plus tardivement
et continue pendant au moins 48 heures
avec le début de la phase stationnaire.
Andremont (1976) pense donc que l'entéro-
toxine TS est sécrétée par les bactéries
vivantes alors que I'entérotoxine TL serait
libérée lors de leur mort. Cependant Mundel
et al. (1976) observent la libération de TL
quatre heures aprés linoculation du milieu,
elle atteint un maximum aprés 24 & 30 heu-
res d'incubation. Ces résultats sont donc en
contradiction avec ceux d'Andremont (1976).
Enfin, quand la souche posséde les deux
capacités de production, aucun milieu de
culture ne permet d’'obtenir pure, I'une ou
I'autre des entérotoxines.

7.3. PRODUCTION D’ENTEROTOXINES N
vVivo

L’activité d’entérotoxines produites in vitro
ne fait aucun doute. Cependant, on peut se
demander si elles sont effectivement produi-
tes in vivo et jouent un rble dans les diar-
rhées coklbacillaires. Miniats et Gyles {1972)
montraient la présence de la toxine TL dans
les contenus intestinaux de porcs gnotoxé-
niques inoculés avec une souche d’'E. coli
TS-TL (productrice des deux types d’entéro-
toxines). Récemment, Donta et al. (1974)
démontraient avec les cellules Y, la présence
de TL dans les feces de porcelets inoculés
avec une souche TS-TL. Mais cette toxine
TL est absente si les porcelets ont une diar-
rhée due a une souche TS. lls attribuérent
donc la diarrhée observée, a la toxine TS.
Grace au développement du modéle du sou-
riceau nouveau-né, Whipp et al. (1975} ont
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pu démontrer la présence de TS dans les
contenus intestinaux de porcelets inoculés
par des souches TS ou des souches TS-TL,
confirmant ainsi I'hypothese de Donta et al.
(1974).

Il n'y a donc aucun doute quant a I'impor-
tance des entérotoxines dans les diarrhées
colibacillaires du porcelet. Cependant, chez
le veau, Whipp et Donta (1976} ont confirmé
indirectement ces résultats par titration des
anticorps anti-TL chez I'animal adulte. Chez
les truies, 94 % des sérums présentent des
titres anti-TL de 1/1 a 1/64, alors que chez
les vaches, 38 % seulement présentent des
titres anti-TL, trés faibles d'ailleurs (1/1 a
1/4). Si TL a une importance considérable
chez le porc, il n'en est pas de méme chez
le veau. Il est donc logique de penser que
si une entérotoxine intervient, elle sera dans
la majorité des cas thermostable. Cette hypo-
thése a été confirmée récemment. En effet,
sur plus de 700 souches isolées de cas de
diarrhées du veau, aucune n’a produit d'en-
térotoxine thermolabile (Kaeckenbeeck et al.
1977).

7.4. PROPRIETES PHYSICO-CHIMIQUES DE
L'ENTEROTOXINE THERMOSTABLE

La nature chimique de I’'entérotoxine ther-
mostable d’'E. coli est encore inconnue bien
que deux équipes aient tenté sa purifica-
tion. Lee et al. (1973) ont obtenu, par chro-
matographie sur Séphadex G-15 une frac-
tion entérotoxique. L'analyse par électro-
phorése en disque ne donne qu'une seule
bande. Cette fraction contient 6 % de proté-
ines et 57 % de glucides. Le poids molécu-
laire, déterminé par la position du pic d’élu-
tion serait de 1000 a 1200. Plus récemment,
Jacks et Wu (1974) ont obtenu par alter-
nance d’ultrafiltrations et de chromatogra-
phies sur Séphadex G-200 une fraction enté-
rotoxique contenant 2 % de glucides et
15 % de protéines. Mais on ne sait si ces
fractions sont pures.

Selon les auteurs, la dialyse en sac de
cellophane donne des résultats variables. Si
elle est diffusible pour Smith et Gyles (1970),
Kohler (1968) et Bywater {1972), elle ne l'est
qu'a 10 % pour Andremont (1976). Par
ailleurs, Jacks et Wu (1974) ont montré
qu'elle était résistante a la pronase et a la
trypsine. Stable de pH 1 a4 pH 9, elle est
détruite a pH 11 (Kohler 1968, Jacks et Wu

1974). TS est précipitable a l'acétone et non
précipitable au sulfate d’ammonium (Bywa-
ter 1970, Smith et Halls 1967). Les résul-
tats quant a la stabilité thermique de cette
toxine sont variables. Kohier (1968) linac-
tive a 121°C pendant une heure, Smith et
Gyles (1970) a 121°C pendant 30 mn, alors
qu'Evans et al. (1973) et Jacks et Wu (1974)
I'inactivent a 100°C pendant 30 mn. En fait,
la courbe de dénaturation thermique de cette
toxine présente une décroissance douce.
Elle perd 50 % de son activité par chauf-
fage a 70-80°C pendant 30 mn. A 100°C
pendant le méme temps, il subsiste une acti-
vité résiduelle de 10 % (Andremont 1976).
Les propriétés de TS quant a la dénatura-
tion thermique et la variation de sa diffusi-
bilité font penser & une hétérogénéité molé-
culaire. Nous reviendrons d'ailleurs sur ce
sujet lors de V'étude du déterminisme géné-
tiqgue de la production de cette toxine.

7.5. PROPRIETES PHYSICO-CHIMIQUES DE
L’ENTEROTOXINE THERMOLABILE

La encore, la thermosensibilité de l'enté-
rotoxine thermolabile est différente selon les
auteurs. Pour Sack et al. (1971), elle est
dénaturée a 56 °C pendant 30 mn, pour Evans
et al. (1973) 4 100°C pendant 15 mn et enfin
a4 65°C pendant 10 mn pour Bywater (1973}
et Gyles (1971). En fait, Andremont (1976)
en analysant le phénoméne avec précision
a montré que la toxine Tl était totalement
inactivée par chauffage a 56-60°C pendant
30 mn. Si I'on ajoute & cette thermosensibilité
la non diffusibilité par dialyse (Gyles 1971,
Bywater 1973, Andremont 1976) et sa précipi-
tabilité par le sulfate d’ammonium (Evans
et al. 1973), il y a tout lieu de penser que
'entérotoxine TL est de nature protéique.
Elle est d’aileurs détruite par la pronase
mais non par la trypsine. Son poids molécu-
laire serait supérieur a 100000. Elle est
labile 8 pH 5 mais stable a pH 9 (Jacks
et al. 1973).

L'action de la trypsine sur cette toxine
est remarquable. Rappaport et al. (1976) ont
montré que cet enzyme digestif activait la
toxine aussi bien vis-a-vis de la sécrétion
que vis-a-vis de la production d’hormone de
croissance par des cellules pituitaires en
culture et du pouvoir vasodilatateur (test
épicutané du lapin). Cependant, I'entérotoxi-
cité proprement dite (anse ligaturée de lapin)
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n‘est pas augmentée. Si un inhibiteur de la
trypsine est ajouté a la préparation injectée
dans les anses ligaturées, I'entérotoxicité est
réduite de moitié. Ceci indique que Ila
toxine TL est peu active lors de sa libéra-
tion dans l'intestin et que les enzymes diges-
tifs de ['hdte peuvent augmenter son enté-
rotoxicité. D'autre part, ces résultats indi-
quent également que les fonctions entéro-
toxique et vasodilatatrice de [I'entérotoxine
TL ne sont pas situées dans le méme site
actif.

Plusieurs équipes ont tenté de purifier I'en-
térotoxine thermolabile. Dorner et al. (1976)
ont obtenu une fraction pure a partir de la
souche P263 d‘origine porcine, selon les cri-
téres couramment admis (immuno-électro-
phorese, électrophorése en gel, ultracentri-
fugation). Les techniques mises en jeu pour
la purification sont successivement : chro-
matographie sur Biogel Agar de 5 M puis
Séphadex G-75, deux isofocalisations prépa-
ratives successives sur Ampholine. Le point
isoélectrique de la toxine ainsi purifiée est
de 6,9. La teneur en lipides et en hexoses
est inférieure @ 1 %. Les poids moléculaires
estimés par ultracentrifugation, filtration sur
Séphadex G-150 ou encore par électropho-
rése en gel de polycramide -SDS sont de
102 000 daltons. L’activité spécifique de cette
toxine est de 10000 fois plus élevée que la
toxine brute.

Schenkein et al. (1976) ont purifié une
entérotoxine thermolabile & partir d’une sou-
che d’E. coli K12 ayant recu un plasmide
Ent. d’origine porcine. Par précipitation au
sulfate d’ammonium suivie de deux chroma-
tographies, I'une sur Séphadex G-200, l'autre
sur DEAE-Séphadex A-25, ces auteurs obtien-
nent une toxine pure en ultra centrifugation
d'un poids moléculaire de 180000 a 200 000
daltons. Mais par électrophorése en gel de
polyacrylamide SDS, la dissociation conduit
a deux sous-unités (PM 70000 et 14 000). Si
la toxine purifiée est portée a 100°C dans
le SDS a 0.2 % avant [I'électrophorése, la
sous-unité 70000 est transformée en sous-
unité de 40000. Ces sous-unités sont inac-
tives en cellules Y, alors que la toxine puri-
fiée est 2 a 3 fois plus active que la toxine
brute.

Evans et al. (1976) obtiennent une fraction
purifiée d’entérotoxine thermolabile préparée
a partir d'une souche d’E. coli traitée par la
polymixine-B. Aprés précipitation au sulfate
d’ammonium, I'entérotoxine TL est obtenue

directement par chromatographie d'affinité
sur Affi-Gel 202. La toxine ainsi préparée est
pratiquement pure en immunoélectrophorése.
Son poids moléculaire est de 20 000 daltons.

Finkelstein et al. (1976) montrent que sui-
vant la souche et le milieu de culture utilisé,
les entérotoxines TL ont des poids molécu-
laires allant de 35000 a plus de 100 000.

L'ensemble de ces résultats montre I’hété-
rogénéité de I'entérotoxine thermolabile selon
les souches d'E. coli utilisées et le milisu
de cuiture. Quoi qu’'il en soit, tous les tra-
vaux signalent la thermolabilité, I'activation
par la trypsine et envisagent la nature pro-
téique de cette toxine. Schenkein et al. (1976)
ont méme publié une composition en acides
aminés indiquant une teneur élevée en gly-
cine, alanine et glutamine.

7.6. DETERMINISME GENETIQUE

La production de I'entérotoxine thermo-
stable d'E. coli est régie par un matériel
génétique extrachromosomal appelé plasmide.
Ce plasmide peut étre transmis a d’autres
souches d’'E. coli ou méme a d'autres espeé-
ces d'entérobactéries telles que Salmonella
(Smith et Halls 1968). La production de la
toxine thermolabile est également sous le
contréle d'un plasmide (Smith et Gyles 1970).

Chez les souches d’'E. coli entérotoxino-
génes d'origine porcine, la toxine TS est
toujours produite alors que la forme TL ne
I'est pas systématiquement (Gyles 1971).
Dans des expériences de croisements dans
lesquelles E. coli donneur est TS*TL*, tou-
tes les souches réceptrices Ent* obtenues
produisent les deux toxines (Smith et Gyles
1970). 1l pouvait donc exister soit deux
plasmides distincts chacun d’eux codant
pour la production d’'une seule toxine ou un
seul plasmide codant pour deux toxines dis-
tinctes. Par examen en ultracentrifugation
du DNA-extrachromosomal de souches K12
réceptrices, Gyles et al. (1974) ont montré
qu’en fait il existe deux plasmides. L'un (TS)
code pour la production de I'entérotoxine TS
seule, l'autre (TS + TL) code pour la pro-
duction de deux toxines. Quel que soit la
souche, les plasmides (TS + TL) ont un
poids moléculaire de 20 a 80.10¢ daltons et
un (G + C) % variable. Cette hétérogénéité
de taille des plasmides TS se traduit d’ail-
leurs par I'hétérogénéité des entérotoxines
TS déja signalée,
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L'analyse de trois plasmides (TS + TL}
par hybridation hétérologue DNA-DNA a
montré une grande homologie (87 %) de
leurs séquences. Par contre, aucune homo-
logie n'a pu étre démontrée entre (TS + TL)
et (TS) ou méme (TS + TL) et DNA de
V. cholerae. Ces plasmides (TS + TL) appar-
tiennent au groupe d’incompatibilité F (So
et al. 1975). L'examen en microscopie élec-
tronique d’hétéroduplex de (TS + TL) avec
le facteur F a permis de compter 4 régions
d’homologie entre ces deux plasmides enga-
geant ainsi 560 % de la longueur de (TS +
TL). (TS + TL) est d’ailleurs incompatible
avec F qu'il soit intégré (Hfr) ou autonome
(F’). La répression du transfert d’un plasmide
R appartenant au groupe Ry indique que
(TS + TL) est fi*. Ceci pourrait expliquer le
fait que I'on ne peut transférer ce plasmide
seul (Santos et al. 1975).

De méme le plasmide (TS) n’est pas trans-
férable seul (Wachsmuth et al. 1976). Un
fragment de 5,7 X 10¢ daltons a été isolé
par clivage de (TS) par l'endonucléase
EcoR1, alors que le plasmide (TS) initial est
‘de 65.10¢ daltons. Ce fragment est introduit
par manipulation génétique dans un autre
plasmide pSC 101 porteur d'une résistance
a la tétracycline (So et al. 1976). Ceci permet
d'obtenir une souche K12 Tc* TS* porteuse
du plasmide (pSC 101-TS). Ce nouveau plas-
mide clivé a nouveau par Eco R1 et couplé
a un plasmide Col E1 modifié, conduit & une
nouvelle souche K12 productrice de trois
fois plus de toxine que la souche TS* sau-
vage ou la souche K12 (pSC 101-TS). Ceci
est di au plasmide Col E1 qui a la propriété
de se dupliquer dans la cellule bactérienne
jusqu’a atteindre 20 a4 30 copies par cellule.

Ces manipulations génétiques posent des
probléemes de sécurité importants. Cepen-
dant, elles ont permis a So et al. (1976)
d'obtenir une souche pouvant étre le maté-
riel d'étude de la régulation de la biosynthése
de [I'entérotoxine thermostable. Elle peut
aussi simplifier la purification de cette toxine.

Le probléme de la régulation a déja été
abordé par Levner et al. (1977). Ces auteurs
ont remarqué que la lincomycine induit une
augmentation considérable de la production
d'entérotoxine TL par E. coli alors que le
nombre de copies du plasmide (TS + TL)
par cellule n'est pas augmenté. Or la linco-
mycine est un inhibiteur de la synthése pro-
téique. Levner et al. (1977) émettent I'hypo-
thése de I'existence d'un mécanisme de

répression. Normalement, la synthése de
I’entérotoxine serait inhibée par des (ou un)
médiateur protéiques. La lincomycine. inhi-
berait la synthése de ces médiateurs et léve-
rait donc cette inhibition.

7.7. IMMUNOGENICITE
ET SERONEUTRALISATION

La vaccination des truies gestantes par
injections répétées de filtrats stériles de cul-
tures provoque une apparition d’anticorps
sériques anti-0. Les porcelets nourris avec
le colostrum de ces méres ne présentent
cependant pas de résistance aux entérotoxi-
nes thermostables (Kohler 1968). Chez le
lapin ce type de préparations détermine
également Vapparition d’agglutinines séri-
ques. Mais I'examen immunoélectrophoréti-
que de ces préparations ne permet pas de
déceler un arc caractéristique de !'entéro-
toxine TS. Les arcs obtenus disparaissent
lorsque le sérum anti-filtrat est épuisé par
I'antigéne O (Truszczynski et Ciosek 1972).
Les expériences de Smith et Gyles (1970)
en anses ligaturées montrent qu'un sérum
anti-TS ne neutralise pas l'activité biologi-
que de TS, méme aprés incubation du
mélange sérum TS avant inoculation.

Il faut donc admettre que [entérotoxine
TS n’est pas immunogéne sous la forme
native. Cependant & I'heure actuelle, aucun
travail ne fait état de couplage de cette
toxine sur une protéine support. Il y a la
une voie de recherche qui serait d’'une im-
portance considérable pour fa mise au point
d'une sérothérapie efficace.

L’entérotoxine thermolabile TL est immu-
nogene. Son activité biologique en anses
ligaturées est neutralisée par un sérum
anti-TL préparé chez le lapin par injec-
tions répétées de lysats cellulaires (Gyles
et Barnum 1969). Le titre de l'immun-sérum
est déterminé par la dilution de sérum ‘qui
neutralise 50 % de I'activité entérotoxique
mesurée dans les segments ligaturés. Les
titres obtenus sont de l'ordre du 1/30-1/60
alors que la toxine cholérique purifiée donne
des titres de l'ordre du 1/2000 (Etkin et
Gorbach 1971). Il existe des relations croi-
sées non seulement entre les toxines TL
d’origine porcine mais également avec la
toxine cholérique (Gyles 1974). Ces réactions
croisées observées en anses ligaturées de
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porc ou de lapin se retrouvent également
chez le jeune lapereau ayant recu per 0S
la toxine TL. Les antitoxines cholériques ou
les antitoxines d'E. coli neutralisent réci-
proquement les toxines d'E. coli ou de
V. cholerge. Les jeunes lapereaux ne pré-
sentent plus de diarrhée (Smith 1972).

L’'obtention de sérums anti-TL a titre plus
élevé (1/256) a permis de montrer qu'il exis-
tait des déterminants antigéniques communs
non seulement aux toxines TL d’origine por-
cine mais aussi aux toxines TL d'origine
humaine et a la toxine cholérique (Gyles
1974). L'analyse des sérums antitoxines par la
méthode d'Ouchterlony réveéle que la toxine
cholérique possede au moins deux déter-
minants antigéniques dont un commun aux
entérotoxines TL d’'E. coli quelle que soit
leur origine. Ceci pourrait expliquer que
I'activité biologique de la toxine cholérique
ne soit inhibée qu’en partie par un sérum
anti-TL (Gyles 1974). En fait la toxine cholé-
rique peut étre dissociée en deux sous-uni-
tés A et B, la toxine pure ayant la structure
AB,. Chacune de ces sous-unités porte des
déterminants antigéniques différents sans
relation antigénique. La sous-unité A respon-
sable de I'activité entérotoxique est peu
immunogéne et n‘est pratiquement pas neu-
tralisée par le sérum anti-toxine cholérique.
Le fragment B, choléragenoide n'est pas
toxique mais immunogéne (Van Heyningen
1976). Les résultats de Gyles (1974) indi-
queraient que les déterminants communs en
TL et la toxine cholérique sont portés par
le fragment B.

L'immunogénicité de I'entérotoxine TL per-
met d'espérer la mise au point de systémes
de protection des jeunes animaux (porce-
lets), soit par vaccination des méres, soit par
vaccination dés la naissance des jeunes.
Notons par ailleurs, que dans des condi-
tions naturelles, 94 % de truies adultes pré-
sentent un titre sérique anti-TL de 1/7 a
1/64. Chez les bovins la présence d'anticorps
anti-TL est moins fréquente (38 %) et leur
titre moins élevé de 1/1 a 1/4 (Whipp et
Donta 1976).

8. Action physiologique des entérotoxines

Différents auteurs (Smith et Halls 1967,
Bywater 1970, Tennant et al. 1972, Dubour-
guier 1977} ont montré qu'il existe un gra-
dient de sensibilité de lintestin gréle aux

entérotoxines, la zone duodénale étant géné-
ralement la plus sensible. Excepté chez le
lapin, l'iléon ne réagit pas aprés injection
d’entérotoxines dans les segments ligaturés.
Cette insensibilité apparente démontrée chez
le veau (Smith et Halls 1967, Tennant et al.
1972) est en désaccord avec les résultats
de Bywater (1970) qui mettent en évidence
une sécrétion nette d'eau dans la demi-heure
suivant l'injection d'entérotoxines dans les
anses iléales de Thiry-Vella. Cette contradic-
tion apparente est en fait due a I'action trés
rapide de durée limitée de l'entérotoxine TS
méme a des doses trés faibles (Evans et al.
1973). Or l'examen des résultats en anses
ligaturées est effectué 4 a 18 heures aprés
inoculation et il est probable qu'il y a réab-
sorption du fluide sécrété. En ce qui con-
cerne le coblon, Donowitz et Binder (1976)
ont montré que chez le rat, cet organe est
insensible a l'action d'une entérotoxine TL
d'E. coli d’'origine porcine alors que la toxine
cholérique est active. Chez le veau, les
échanges d’eau dans le cblon ne sont pas
modifiés par l'entérotoxine thermostable
(Dubourguier 1977). L'entérotoxine TL agit
d’'une maniére comparable a la toxine cholé-
rique. A faible dose la réponse est tardive
alors que de fortes doses induisent une
réponse dans [!'heure suivant ['inoculation.
Cette réponse peut durer plus de 18 heures
(Evans et al. 1973).

Les fluides sécrétés sous l'action des enté-
rotoxines sont généralement alcalins et iso-
toniques. Que ce soit chez le veau (Tennant
et al. 1972) ou chez le porc (Moon et Whipp
1971), les concentrations en ions Na', K',
Ca ' et anions totaux (Cl + HCO, ) sont
relativement constantes et comparables a
celles du plasma. Par contre, les teneurs en
K+ et HCO, sont beaucoup plus élevées
que dans les contenus intestinaux normaux.
La teneur en protéines est faible, ce qui
indigue que les entérotoxines n'agissent pas
par augmentation de la perméabilité capil-
laire.

Tous ces travaux ont été effectués soit
selon des méthodes aigués (technique de DE,
anses ligaturées perfusées) soit dans des
organes isolés in vivo (anses de Thiry-Vella).
Les effets des entérotoxines sur l'ensemble
du tube digestif et leur responsabilité dans la
diarrhée sont donc restés inconnus jusgu’en
1977. Par perfusion intraduodénaie de sur-
nageant stérile de culture d'E. coli B41 d'ori-
gine bovine (entérotoxine TS), Dubourguier
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(1977) induit une diarrhée prononcée chez le
jeune veau. Les symptdmes cliniques (déshy-
dratation, paramétres biochimiques sanguins)
sont sévéres. La motricité intestinale, enre-
gistrée par électromyographie est profon-
dément perturbée. Ainsi la caillette est para-
lysée et une activité rythmique anormale
apparait dans le jéjunum et liléon. Toutes
les observations sont analogues a celles
effectuées chez le veau a diarrhée sponta-
née (Dardillat 1975, Fisher 1971).

Les entérotoxines d’E. coli jouent donc un
role primordial dans le syndrome diarrhéique,
aussi bien au niveau local (perte d'eau et
d'électrolytes au travers de la mugueuse
intestinale) qu'au niveau général (déshydra-
tation, acidose, hyperkaliémie}.

9. Site de la sécrétion induite

Dans l'intestin la réponse aux entérotoxi-
nes est locale car ces substances n’agissent
que dans les segments inoculés et non dans
les segments adjacents (Smith et Halls 1967,
Moon et Whipp 1971). La sécrétion de fluide
a lieu sans altération de la structure de
I'épithélium intestinal bien qu'il y ait
décharge des cellules a mucus et modifica-
tion de [I'architecture du tissu intestinal,
attribuées a la distension des tissus (Pierce
et Wallace 1972, Guerrant et al. 1973, Dono-
witz et Binder 1976). Par ailleurs, I'action de
I'entérotoxine TL d'E. coli est comparable
avec celle de la toxine cholérique sur le plan
histologique (Elliott et al. 1970). En ce qui
concerne la toxine TS d'E. coli, son action
differe de celle de la toxine cholérique ou
de la toxine TL par son mécanisme d’'action.
Mais la sécrétion induite et I'histologie ont
des caractéres similaires.

Hendrix et Bayless (1970) pensent que dans
I'intestin gréle normal ou diarrhéique, la
sécrétion est le fait des cryptes de Lieber-
khun alors que I'absorption est due aux
villosités. Les arguments en faveur d’une
telle hypothése sont les suivants :

1" La lamina propria est abondamment irri-
guée par un réseau sanguin dans la région
des cryptes. Ce réseau est continu avec
les capillaires villeux (Bellamy et al. 1973).

2° La réponse de la toxine cholérique est
inhibée par la cycloheximide (inhibiteur de
la synthése protéique). Cette inhibition
s'accompagne de lésions cellulaires au

niveau des cryptes mais pas des villosi-

tés. L'épithélium villeux et I'absorption du

glucose ne sont pas modifiés (Serebro et

al. 1969, Kimberg et al. 1973).
3° Une solution hypertonique de sulfate de

sodium induit une sécrétion nette de fluide

avec altération de [I'épithélium villeux.

L'absorption du glucose est réduite. Mais

il n'y a aucune lésion des cryptes, ni de

la réponse aux entérotoxines cholériques

(Roggin et al. 1972).
4° La fonction villositaire estimée par I'ab-

sorption des acides aminés ou du glucose,

n‘est pas modifiée par les entérotoxines

d’E. coli ou de V. cholerae (Bywater 1970,

Moon et Whipp 1973).

Ce modéle de Hendrix et Bayless semble
donc satisfaisant d'un point de vue struc-
tural. Les E. coli entéropathogénes, comme
d'ailleurs V. cholerae adhérent aux villosités
mais sont absents des cryptes (Waxler et al.
1971). Cette discordance entre la localisation
des bactéries et le site d'action de l'enté-
rotoxine n'est qu’apparente. Bien gu’aucune
étude n'ait été effectuée a ce sujet sur les
entérotoxines d’'E. coli, la toxine cholérique
est uniformément répartie sur les cellules
épithéliales peu de temps aprés son ino-
culation. Puis elle diffuse rapidement vers
les cryptes ou elle est absorbée ou incluse
dans les cellules (Peterson et al. 1972, Kao
et al. 1972). Cependant ce modele ne tient
compte ni de la différenciation anatomique
et fonctionnelle du {éjunum et de liléon, ni
des anomalies observées au niveau des iono-
grammes réalisés sur les fluides sécrétés.

10. Récepteurs cellulaires

A notre connaissance, aucun travail ne
fait état de récepteur cellulaire spécifique
de l'entérotoxine thermostable T.S. Cepen-
dant le type de réponse de lintestin gréle a
cette toxine indique un mécanisme mettant
en jeu une liaison muqueuse-toxine. La
réponse sécrétoire est proportionneile a la
dose dans les anses de Thiry-Vella chez le
chien. Mais il existe une sécrétion maximale
pour une dose de 250 pg d’entérotoxine TS
(Pierce et Wallace 1972). L'effet rapide
observé par ces auteurs apparaissant dans
les 15 minutes suivant I'administration de la
toxine disparait partiellement par rincage
de la muqueuse intestinale (Evans et al.
1973) et méme parfois totalement une heure
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aprés le contact toxine-muqueuse (Nalin et
al. 1974). La réponse ne peut étre abolie par
rincage de I'anse. Elle persiste pendant
5 heures environ. Deux hypothéses peuvent
expliquer ces phénoménes : l'existence de
récepteurs spécifiques auxquels la toxine TS
serait faiblement liée et I'altération de méca-
nismes sécrétoires, persistante méme aprés
élimination de la toxine. Dans les deux cas,
le rincage serait plus ou moins effectif sui-
vant la dose de toxine utilisée.

Contrairement a I'entérotoxine TS, la
toxine thermolabile TL a une action tardive
et prolongée. La réponse sécrétoire de I'in-
testin, analogue a celle induite par la toxine
cholérique (Evans et al. 1973, Sack et al.
1976), ainsi que les relations immunologiques
entre ces deux toxines ont conduit a recher-
cher un récepteur spécifique de !'entéro-
toxine thermolabile. sdvsue
toxine thermolabile. Il était donc logique de
recourir &4 des expériences de compétition
vis-a-vis du (ou des) récepteur de ces toxi-
nes. Une des techniques possibles consiste
a saturer le (ou les) site actif de la toxine
étudiée par une fraction contenant le récep-
teur libre ou par des analogues structuraux
de ce récepteur. Il est possible également
de saturer le site récepteur tissulaire avec
une substance empéchant [l'action de la
toxine. Grace a ces techniques d'inhibition,
Van Heyninghen et al. (1971) ont montré
qu’un extrait gangliosidique de membrane
cellaire inhibe l'action de la toxine cholé-
rique. L'analyse plus fine du phénoméne a
'aide de gangliosides purifiés a révélé que
seul le Gy, se fixait et inhibait la toxine cho-
lérigue avec une affinité indiquant que le
Gu, constituait tout ou partie du site récep-
teur {Holmgren et al. 1973). En fait des frac-
tions plus simples préparées a partir du Gy,
peuvent inhiber la toxine. L'acétylsphingosine
Gw, est la fraction responsable de I'affinité.
L'oligosaccharide Gu, ne suffit pas puisqu’il
est 20 000 fois moins actif que I'acétylsphin-
gosine ou le G, lui-méme (Holmgren et al.
1974).

Par ailleurs, l'anatoxine cholérique natu-
relle présente une affinité similaire pour le
Gu,. Mais ce ganglioside n'inhibe qu’en partie
I'entérotoxine thermolabile d’E. coli et I'ana-
toxine cholérique est sans action (Holmgren
1973, Pierce 1973). Le site récepteur de Ven-
térotoxine thermolabile d'E. coli ne peut
donc étre identique a celui de la toxine cho-
lérique et le Gw, n'en est pas un constituant

essentiel. Les récepteurs mettent sans doute
en jeu des phospholipides car la polymixine
inhibe [l'activité de I'entérotoxine thermo-
labile in vivo, ainsi que celle de la toxine
cholérique (Maimon et al. 1972). Cet antibio-
tique polypeptidique se fixe sur les liaisons
polyphosphates des phospholipides mem-
branaires, bloquant ainsi I'activité biologique
des toxines cholériques et colibacillaires.

11. Transport intestinal des ions

Avant d'envisager |'action des entérotoxi-
nes sur les échanges d’eau et d’électrolytes
au travers de la muqueuse intestinale, nous
rappellerons aussi briévement que possible
les mécanismes de transport des ions au
travers de I'épithélium, sur la base des
revues de Schultz et al. {1974) et Soergel
(1973). Le transport des solutés au travers
de I’épithélium intestinal est effectué par
deux voies :

— l'une intercellulaire ou voie «shunt»,

— l'autre transcellulaire, ce qui implique le
passage des sofutés au travers des deux
membranes, l'une située du cO6té lumiére
intestinale (muqueuse), l'autre constituée
par la membrane baso-latérale.

1° VOIE « SHUNT »

La plupart des travaux de recherche dans
ce domaine indiquent que la voie «shunt»
joue un rdle essentiel dans le transport des
ions, des petites molécules non chargées et
de l'eau. C’est la voie principale du transport
des ions Na*, K*, Cl-. La perméabilité vis-a-
vis de ces ions est plus élevée dans le
jéjunum antérieur que dans l'iléon. Kedem et
Katschalsky (1958) ont montré qu'il existait
une telation entre le flux d'eau et les flux

de solutés. Ces auteurs ont proposé un
modéle :

s HO —

J = 1 —a)Jd 2' C, + WRT .AC,
dans lequel
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J° est le flux de soluté

net

HO
J 2 te flux net d'eau

ne

C, est la concentration moyenne du
soluté

WRT le coefficient de perméabilité du
soluté

AC, la différence de concentration entre
la lumiére intestinale et le compartiment
séreux

o, le coefficient de réflection qui peut
varier de 1 pour des solutés imperméants a
0 pour des solutés dont la perméabilité est
égale a celle de 'eau.

Cette voie «shunt» est anatomigquement
constituée par les complexes de jonction
cellulaire et I'espace intercellulaire. Les
dimensions des « pores» varient selon les
especes, la région de lintestin considérée
et la technique de mesure. Dans le jéjunum
de I'homme et du chien, ces «pores»
auraient un diamétre de plus de 10 & 15 A.
Dans [liléon, ils seraient nettement plus
petits. Le diamétre de ces «pores» est
variable. Ainsi bien qu'une hypertonicité du
compartiment luminal induit un collapsus
de I'espace interstitiel, la sécrétion de fluide
provoquée par l'accroissement de la pression
du compartiment séreux est associée a un
élargissement des espaces intercellulaires
et a une augmentation de la perméabilité
des complexes de jonction. Précisons enfin
que I'AMP-cyclique ne joue aucun rdle dans
cetlte voie de transport,

2° VOIE TRANSCELLULAIRE

Le jéjunum des mammiféres (homme, rat,
lapin, chien) est capable d’absorber active-
ment des ions Na*, Cl- et HCO,~. L'absorp-
tion active de Na* se ferait par échange
neutre avec des ions H* intracellulaires au
niveau de la membrane microvillositaire.
L'exsorption se ferait par la voie « shunt».
Cette absorption active est stimulée in vitro
et in vivo par la présence luminale de glu-
cose ou de HCO, . La différence essentielle
entre le jéjunum et l'iléon est que ce dernier
sécréte activement du HCO, . Le modéle de
Turnberg est basé sur un échange entre
ions positifs Na* < H* et ions négatifs
Cl~ & HCO, . Mais ce modéle ne tient pas
compte de l'existence de plusieurs types

cellulaires au niveau de la muqueuse intes-
tinale et de deux membranes différentes,
membrane microvillositaire et membrane
basolatérale.

Le modéle de Schultz met en jeu au moins
quatre mécanismes de transport. Les méca-
nismes (A) et (B) sont situés dans la mem-
brane microvillositaire. (A) assurerait le

transport actif de Na* couplé a Cl-. |l
pourrait aussi assurer le transport de
NaHCO, (iléon). Ce mécanisme serait rever-
sible. Il serait inhibé par I'’AMP-cyclique,
mais non par {ouabaine. (B) est peu
connu. Il serait Cl- indépendant et AMP-

cyclique indépendant. 1l pourrait étre res-
ponsable de I'échange Na* < H* du modéle
de Turnberg. Il ne serait pas inhibé par
I'ouabaine. Dans la membrane baso-latérale,
I'extrusion du Na* de la cellule vers I'espace
interstitiel est couplé au transport actif du
K+ wvers le compartiment intracelulaire
(mécanisme C). Non reversible, ce méca-
nisme serait assuré par une (Na-K)-ATP ase
inhibée par |'ouabaine. L’hydrolyse d’une
molécule d’ATP fournirait 'énergie néces-
saire 3 la sortie de 3 ions Na* et a l'entrée
dans la cellule de 2 ions K* (Glynn et Kar-
lish 1975). La (Na-K)-ATP-ase est inhibée par
le N-Ethylmaleimide, la dicyclohéxylcarbodii-
mide, les ions Beryllium et fluorure ainsi
que par l'ouabaine. La sortie des ions Cl-
{(mécanisme D) au travers de la membrane
basolatérale est trés peu connue. Il pourrait
s'agir d’'une simple diffusion, ainsi que pour
le mécanisme (E) de sortie de KT .

12. Action de I'entérotoxine thermostable sur
le transport des ions

L'absorption ou la sécrétion intestinale
sont le résultat de deux flux unidirectionnels,
'insorption ou flux de la lumiére vers le sang
et I'exsorption, flux du sang vers la lumiére.
Nous avons vu précédemment que les enté-
rotoxines induisaient une sécrétion nette
d’eau et d'électrolytes, plus particuliérement
de HCO,~ dans lintestin gréle. Cette sécré-
tion peut étre soit le résultat d'une augmen-
tation de l'exsorption, soit d’'une diminution

de linsorption soit des deux a la fois.

Dans les anses iléales de Thiry-Vella, I'en-
térotoxine TS d'E. coli augmente aussi bien
'insorption que V'exsorption de l'eau. La
sécrétion nette d’'eau observée est le résultat
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d'un accroissement plus important de
I'exsorption. Dans tous les cas, l'insorption
des ions Na* est diminuée. Mais parfois il
y a augmentation de l'exsorption également
(Bywater 1973). Ces résultats sont satisfai-
sants et concordent avec une augmentation
des flux d'eau par la voie «shunt» et une
diminution de l'absorption active du Na' par
la  membrane microvillositaire. Mais cet
auteur émet I'hypothése de deux actions
différentes de [I'entérotoxine TS, l'une sur
le transport du Na*, l'autre sur le transport
de l'eau, ce qui est en contradiction totale
avec les résultats obtenus par de hombreux
auteurs chez d’autres espéces animales
aussi bien in vivo qu’in vitro (Schultz et al.
1974). Par contre, Dubourguier (1977), estime
par perfusion d’anses jéjunales de Thiry-Vella
et examen statistique des résultats selon
Kedem et Katchalsky (1958) que la perte
d'eau n'est qu’une conséquence passive de
la fuite d'ions au travers de la muqueuse
intestinale, I'action initiale de I'entérotoxine
étant d’induire des modifications au niveau
de I'échange neutre de Na' <« K*.

13. Role de I'AMP-cyclique

Le niveau d'AMP-cyclique intraceliulaire
est régulé par l'intermédiaire de deux enzy-
mes : 'adenyl-cyclase qui catalyse la trans-
formation de I'ATP en AMP-c et le phospho-
diestérase qui dégrade I'AMP-cyclique en
5-AMP. L'AMP-c agit comme activateur
d'une protéine-kinase. Cette enzyme activé
catalyse la phosphorylation de protéines et
modifie de ce fait les fonctions cellulaires.

L'entérotoxine TS agit sans Vlinterven-
tion de I'AMP-cyclique. Ainsi des extraits
chauffés a 100°C, 15 minutes, préparés &
partir d’'une souche d’origine porcine (TS +
TL)} sont incapables d’induire une augmen-
tation de l'activité de Fadényl-cyclase (Kan-
tor et al. 1974). Elle ne stimule pas la sté-
roidogénese en cellules Y1 (Kwan et al. 1974,
Donta et al. 1974). I faut donc admettre
que son action ne passe pas par l'intermé-
diaire du mécanisme d'absorption du Na*
situé dans la membrane micro-villositaire.
Mais a notre connaissance, aucun travail
n'indique une altération (stimulation ou inhi-
bition}) de l'activité de la (Na-K)-ATP ase res-
ponsable de I'échange Na' < K* et située
dans la membrane baso-latérale.

De nombreuses observations suggérent
I'intervention de I"AMP-cyclique dans I'action
de l'entérotoxine TL d’'E. coli et de la toxine
cholérique. La toxine cholérique augmente
le taux d’AMP-cyclique intra-cellulaire par
augmentation de I'activité de I'adényi-cyclase
sans modification de ila phosphodiestérase
(Kimberg et al. 1971, Sharp et al. 1971). Ce
phénoméne est en étroite corrélation avec
la sécrétion de fluide et de sodium (Guer-
rant et al. 1972). Mais parallélement, il y a
inhibition de la (Na-K)-ATP ase, traduction
d'une action de la toxine cholérique sur le
mécanisme baso-latéral d’extrusion de Na*
(Sharp et al. 1971). L’inhibition de ce méca-
nisme par les ions F  est d'ailleurs moins
forte aprés action de la toxme cholérique
(Sharp et Hynie 1971).

Parkinson et al. (1972) ont montré que
sous l'action de la toxine cholérique, I'acti-
vité de divers enzymes cellulaires tels
qu'alkaline phosphatase, 5'nucléotidase, glu-
cose-6-phosphatase, localisés dans la mem-
brane microvillositaire, n’'était pas modifiée.
Par contre, la (Na-K)-ATP ase est inhibée
alors que Fadényl-cyclase est activée. Ces
deux enzymes sont situés dans la membrane
baso-latérale. La toxine cholérique se lierait
donc a la bordure en brosse des celiules
épithéliales puis, soit induirait des change-
ments suffisamment importants pour modi-
fier les activités enzymatiques de la mem-
brane baso-latérale, soit migrerait rapide-
ment vers cette membrane. Par ailleurs, les
modifications du transport intestinal, induites
par l'augmentation du taux intra-cellulaire
de I'AMP-cyclique, pourraient étre le résul-
tat de son action a un ou plusieurs sites
de la bordure en brosse ou de la mem-
brane baso-latérale (Parkinson et al. 1972).
Comme ces deux enzymes adényl-cyciase
et (Na-K)-ATP ase sont liés a des phospho-
lipides membranaires, il est possible que la
toxine cholérique agisse par lintermédiaire
de ces substances. Or la polymixine, poly-
peptide se liant aux phospholipides, inhibe la
sécrétion induite par la toxine cholérique
(Mamon et al. 1972). L’activation de I'adényl-
cyclase observée est plus importante dans
les cryptes de Lieberkuhn que dans les
cellules épithéliales villositaires (Schwartz
et al. 1975), ce qui serait en faveur du
modele de Hendrix et Bayless (1970).

L'entérotoxine thermolabile d’'E. coli aug-
mente également le taux d AMP-cyclique
intracellulaire aussi bien in vivo qu’in vitro,
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en activant l'adényl-cyclase (Evans et al.
1972, Kantor et al. 1974). Cette action est
durable, méme aprés « élimination» de la
toxine par rincage (Guerrant et al. 1972). La
sécrétion induite est également inhibée par
la polymixine (Maimon et al. 1972). Comme
la toxine cholérique, elle induit une stéroido-
génése dans les cellules Y, (Kwan et Wish-
now 1974). L’entérotoxine thermolabile
d’E. coli agit donc probablement sur le trans-
port des ions par le méme mécanisme que
la toxine cholérique, bien que les récep-
teurs cellulaires a ces deux toxines soient
différents.

14. Inhibiteurs de la sécrétion induite

Divers agents pharmacologiques et immu-
nologiques ont été étudiés en vue de leur
utilisation a des fins thérapeutiques. Ces
recherches n'ont pas encore abouti mais
ont cependant permis de préciser le méca-
nisme d’action des entérotoxines thermo-
labiles d’'E. coli et de V. cholerae. Nous
avons déja vu que l'anatoxine naturelle de
V. cholerae, certains dérivés du ganglioside
Gy, et des immunsérums inhibaient la toxine
cholérique. L'action de I'entérotoxine TL est
également inhibée au moins en partie, par
ces agents, excepté l'anatoxine.

L'aspirine, inhibiteur de la synthése des
prostaglandines peut inhiber la sécrétion
induite chez le chat par la toxine cholé-
rigue (Fink et Katz 1972). Mais linterven-
tion des prostaglandines dans le mécanisme
d’action de la toxine cholérique n’est pas
prouvée, car l'aspirine pourrait agir en acti-
vant la phosphodiestérase ou en inhibant
I'adényl-cyclase. La polymixine, ligant puis-
sant des phospholipides membranaires inhibe
I'action de t'entérotoxine TL d’'E. coli in vivo
ainsi que celle de l'entérotoxine cholérique
(Maimon et al. 1972). Le Diamox {acétoazo-
lamide de sodium) inhibe partiellement la
sécrétion induite par la toxine cholérique
(Norris et al. 1969) et Ventérotoxine TL
d’E. coli (Whipp et Moon 1972). Cet agent
agit par inhibition de I'hydrase carbonique.
Le glucose par voie intra-luminale réduit
également la sécrétion. Ul agit par activation
de l'absorption du sodium. Son action est
additive avec celle du Diamox (Norris et al.
1969, Whipp et Moon 1972). L’'acide éthacry-
nique, inhibiteur de la {Na-K)-ATP ase, inhibe

la sécrétion induite par la toxine cholérique
aussi bien in vitro dans liléon de lapin
(Al-Awgati et al. 1969) qu'in vivo dans P'anse
de Thiry-Vella chez le chien (Carpenter et al.
1969). La cycloheximide, inhibiteur de la syn-
thése protéique, réduit également la sécré-
tion {Serebro et al. 1969). It semblerait que
cette substance augmente l'activité de la
{Na-K)-ATP ase (Mahmood et Siddigi 1972).

Enfin, Mitchell et Kenworthy {1976) auraient
trouvé un métabolite de Lactobacillus bulga-
ricus, d’'un poids moléculaire d’'environ 104
Bien que le rbéle bénéfique des ferments lac-
tiques soit controversé, ce métabolite aurait
une action anti-entérotoxique en anses liga-
turées d'intestin gréle. Les résultats obtenus
par addition de bouillons de cultures a la
ration de porcelets sevrés précocement,
montrent qu'il n'y a pas diminution sensible
de la mortalité mais augmentation du gain
de poids des animaux.

15. Conclusion

Chez le veau, deux syndromes de mala-
dies ol Escherichia coli est impliqué ont
été décrits une forme septicémique peu
iréquente et peu étudiée (Smith 1974) et la
diarrhée proprement dite. C’'est a ce dernier
syndrome qui atteint 1000000 de veaux en
France (Larvor 1975) que nous nous som-
mes plus particuliérement intéressés. Au
cours des dix derniéres années le concept
d’Escherichia coli entéropathogeéne a été lar-
gement précisé. Avant 1967, le seul critére
établi était basé sur la détermination des
antigénes O et K. La découverte des plas-
mides (Ent) et celle des plasmides (K88)
chez le porc et (K99) chez le veau, a révélé
teur importance primordiale. L’'entéropatho-
génicité d'E. coli a été associée a l'adhé-
rence de la bactérie a la muqueuse intes-
tinale (K88 ou K99) et a la sécrétion d'une
ou de deux entérotoxines a tropisme intes-
tinal (Ent). Ces deux caractéres sont particu-
lierement bien étudiés chez te porc. Mais
bien que les pertes économiques dues a la
diarrhée des veaux soient importantes, les
recherches concernant E. coli d'origine
bovine sont encore trés limitées, méme en
France.

Les connaissances acquises jusqu'alors
nous permettent cependant de proposer un
modéle de pathogénie de la diarrhée néo-
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natale du veau. Le premier symptdome serait
une paralysie antrale et duodénale. Cette
paralysie a été démontrée par Dardillat
(1975). Elle apparait dans les 24 heures pré-
cédant la diarrhée. Elle peut étre due a I'ab-
sence du colostrum (Dardilat 1975) ou a
un retard de I'établissement de la micro-
flore intestinale dans le tube digestif (Dar-
dillat et al. 1977}). Une infection virale pour-
rait étre aussi a l'origine d'une telle paralysie
antrale puisque des lésions graves des cel-
iules épithéliales de la caillette ont été
observées chez des veaux gnotoxénigues
inoculés par un rotavirus {Dubourguier et al.
sous presse). Cette paralysie temporaire
favoriserait la prolifération anormale de toute
la microflore y compris d’'E. coli dans le
duodénum et le jéjunum {Contrepois et al.
1977) et également dans la caillette (Gouet,
non publié). Cette prolifération anormale se-
rait potentialisée par la présence de l'anti-
géne K99, responsable de I'attachement des
cellules bactériennes a la muqueuse intes-
tinale (Smith et Linggood 1972). La multipli-
cation d'E. coli est accompagnée in vivo de
la production d’entérotoxines (Whipp ef al.
1975) et la libération d’endotoxines. Les
endotoxines interviendraient dans les phéno-
ménes généraux cardio-vasculaires observés
chez P'animal diarrhéique (Wray et Thomlin-
son 1972) et entretiendraient la paralysie de
la caillette (Dubourguier 1977).
L’entérotoxine thermostable sécrétée au
contact méme de la muqueuse intestinale
modifierait les échanges neutres Na* & H*
au travers de la membrane microvillositaire
et induirait de ce fait une sécrétion de
bicarbonate, celle-ci provoquant la perte

d'eau et d’'électrolytes en quantités trop
importantes pour pouvoir étre réabsorbées
par le cblon (Dubourguier 1977). Ces pertes
de fluide n'étant pas compensées par des
apports extérieurs se traduisent par la diar-
rhée et par la déshydratation de I'animal.

De nombreux travaux sont encore néces-
saires -pour préciser ce modéle. L’étude des
plasmides d’'attachement (K88, K99) est bien
avancée mais il semble que d'autres anti-
génes (Moon et al. 1976, Guinee et al. 1977)
peuvent intervenir. La nature chimique de
I’entérotoxine thermostable, qui est la seule
rencontrée chez les souches d'E. coli d’ori-
gine bovine, est encore inconnue. La puri-
fication est la condition sine qua non de
I'étude précise de son mécanisme d'action
au niveau cellulaire.

Nous nous sommes essentiellement atta-
chés a Escherichia coli mais la microflore
intestinale constitue un écosystéme trés
complexe et trés difficile a étudier. Chez les
veaux diarrhéiques, des remaniements pro-
fonds des équilibres bactériens apparaissent
(Contrepois et al. 1977) et il est nécessaire
de préciser leur signification. lls peuvent
n‘avoir aucune interférence avec la patho-
génie de la diarrhée néo-natale des veaux,
comme ils peuvent étre déterminants en
changeant la nature du milieu intestinal.
Enfin, il ne faut pas négliger le role des virus,
en particulier rotavirus et coronavirus dans
ces diarrhées, car ils aggravent le syndrome
déclenché, par inoculation d’'E. coli chez le
veau gnotoxénique (Gouet et al. 1978 sous
presse, Dubourguier et al. 1978 sous presse).

Accepté pour publication le 12 décembre 1977.

Résumeé

Les auteurs font le point des connaissances actuelles sur fes propriétés entéropathogénes
des Escherichia coli (adhérence et toxinogenése) chez le veau nouveau-né en les compa-

rant a celles acquises chez le porcelet.

Un modéle de pathogénie des diarrhées colibacillaires du veau est proposé en tenant
compte des données électromyographiques, bactériologiques et physiologiques.
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