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Summary

HEAT STABLE ENTEROTOXINS OF BOVINE ORIGIN ARE SIMILAR TO THOSE OF PORCINE AND
HUMAN ORIGINS. &horbar; The heat-stable enterotoxins produced by strains S126A and 510 of bovine
origin have been purified to homogeneity. Their amino acid sequences are identical and correspond to
that of the heat stable enterotoxin isolated from porcine origin: Asn-Thr-Phe-Thr-Cys-Cys-Glu-Leu-Cys-
Cys-Asn-Pro-Ala-Cys-Ala-Gly-Cys-Tyr.

De nombreux travaux ont été consacrés ces
dernières années à la purification de l’entérotoxine
thermostable à partir de souches de colibacilles
d’origines diverses (Stravric et al., 1978; Alderete
et Robertson, 1978 ; Kapitany et al., 1979;
Staples et al., 1980; Takeda et al., 1979; Gerday
et al., 1980). Aucun cependant n’a produit
d’évidence convaincante de l’homogénéité
chimique des substances obtenues, de sorte que
les propriétés décrites, correspondant à des

produits partiellement purifiés, étaient très diffé-
rentes. Chaque souche produisait apparemment
sa propre toxine différant des autres par la compo-
sition en acides aminés et le poids moléculaire. Il

apparaît cependant établi que deux isotypes diffé-
rents peuvent être produits par la même souche

(Burgess et aL, 1980) ou par des souches légère-
ment différentes (Whipp et al., 19811, l’une des
toxines est active chez les souriceaux et les porce-

lets nouveau-nés, l’autre est inactive chez le souri-
ceau mais active chez les porcs sevrés. Ceci est
confirmé par les travaux de So et Mc Carthy
(1980) relatifs à la séquence des acides

nucléiques codant les deux formes de la toxine
thermostable STI et STII.

L’existence, d’autre part, de deux formes généti-
quement distinctes de STa a été démontrée par
So et Mc Carthy (1980) et Moseley et ai. (1983).
Les deux gènes hétérologues ont été désignés
STla et STIb; utilisés comme sondes, ils permet-
tent de détecter par hybridation du DNA, la majo-
rité des différentes souches d’E. coli produisant
ST.

Au niveau des produits de traduction, la
première entérotoxine thermostable caractérisée
de manière non équivoque par détermination de
sa séquence en acides aminés a été isolée par



Chan et Giannella (1981) à partir d’une souche
pathogène d’origine humaine. Le produit actif est
un polypeptide de 18 acides aminés contenant six
résidus de demi-cystine. Une seconde entéro-
toxine de souche humaine (Aimoto et al., 1982)
et l’entérotoxine thermostable de souche porcine
(Lallier et al., 1982) ont également été caracté-
risées de même que partiellement l’entérotoxine
thermostable de souche bovine (Saeed et al.,
19831. En utilisant d’autres méthodes de prépara-
tion (Gerday et al., résultats en cours de rédaction),
nous avons pu également purifier l’entérotoxinè
thermostable à partir de la souche S126A

(08:K99:K85:H2). La composition en acides ami-
nés est identique à celle proposée par Saeed
et al. (1983).

Nous avons voulu compléter nos observations
en isolant la toxine thermostable d’une autre

souche bovine (09:K30:K99) et en déterminant la
séquence en acides aminés.

Matériel et Méthodes

Cultures, Mesures d’activité et Purification

Les cultures de la souche 510 (09:K30, K99) et les
mesures d’activité ont été réalisées selon les techniques
décrites précédemment (Gerday et aL, 1980). La
méthode de purification est identique à celle établie pour
la souche S126A (Gerday et al. résultats non publiés).
Elle comprend les étapes suivantes: concentration du
surnageant stérilisé provenant de 101 de culture sur
membrane Millipore PSAC; absorption d’une partie des
pigments de la solution, concentrée vingt fois, par filtra-
tion sur Sificagel G; fractionnement à l’acétone 1 :1 1
(vol/vol) puis 9:1 ivol/vol); chromatographie sur DEAE
cellulose à pH 2,8 et chromatographie à haute pression
(HPLC) sur colonne, type tamis moléculaire, Shodex
Q802 (Showa Denko, Tokyo, Japon).

Analyse de la composition en acides aminés

Elles ont été réalisées à partir d’hydrolysats de 24 h
par HCI 6N des toxines oxydées à l’acide performique
(Hirs, 19561, ou carboxyméthylées (Gerday et ai., résul-
tats en cours de rédaction).

L’analyseur d’acides aminés, Dionex DC300 était

équipé d’une colonne de résine Dionex DC5A
(0,4 x 15 cml.

D’une manière générale, 2 n moles des toxines hydro-
lysées étaient utilisées par analyse.

Séquence en acides aminés

La séquence en acides aminés des toxines carboxy-
méthylées a été réalisée manuellement comme décrit
précédemment (Gerday et aL, résultats en cours de
rédaction) à l’aide d’un réactif d’Edman modifié, 4 N,N
- diméthylaminoazabenzène - 4’ - isothiocyanate
(DABITc) et de la méthode de double couplage (Wittman-
Liebold et Lehmann, 1980). La structure a pu être véri-
fiée et complétée grâce à l’emploi d’un nouveau type
d’appareil automatique de détermination de séquences
utilisant des réactifs en phase gazeuse (Hunkapiller et

Hood, 19831. Dix nanomoles de toxine carboxyméthylée
ont été utilisées à cet effet.

Résultats

Le profil de la chromatographie sur colonne
Shodex Q802 (8 x 500 mm) du produit actif
obtenu après chromatographie sur DEAE cellulose
est représenté à la figure 1. Cette étape corres-
pond au stade ultime de la purification de la toxine
provenant de la souche 510 d’origine bovine.

Les résultats sont tout à fait comparables à
ceux obtenus avec la souche S126A. Le tableau 1

reprend les activités relatives des fractions
obtenues. Comme avec la souche 126A, la

majeure partie de l’activité est contenue dans la
fraction 4. Sa composition en acides aminés,
obtenue à partir du produit oxydé à l’acide perfor-
mique est la suivante: Asx 1,6, Thr 0,9, GIx0,9,
Pro 1,1, Gly 1,1, Ala 2,1, Leu 1,O,Tyr 1,5, Phe 0,8,
Cys 5,5. Le tableau 2 reprend la séquence en
acides aminés de la toxine bovine comparée à
celles obtenues à partir des souches humaines et
porcines.

Discussion

Les toxines thermostables de deux souches
(S126A et 510) d’origine bovine ont été purifiées
jusqu’à homogénéité à l’aide d’une méthode origi-
nale. Les deux produits obtenus sont des peptides
longs de 18 résidus d’acides aminés présentant la
même composition en acides aminés. La détermi-
nation des séquences confirme qu’il s’agit de la
même chaîne polypeptidique qui est de plus iden-
tique à celle isolée de souches d’origine porcine.
Elle montre cependant certaines différences par
rapport aux toxines isolées de souches humaines.
Seule reste indéterminée, pour ces entérotoxines
thermo-stables, la position des ponts disulfure.
Aucun SH libre n’a en effet pu être mis en

évidence.

La relative facilité de purification de l’entéro-
toxine thermostable à l’aide de la méthode décrite

par ailleurs (Gerday et al., résultats en cours de
rédaction) permet d’offrir une alternative valable
au produit obtenu de manière synthétique (Klipstein
et al., 19831. La similitude structurale des entéro-
toxines thermostables obtenues de souches d’ori-

gines diverses, déjà suggérée par différents tests
immunologiques (Franz et Robertson, 19811, per-
met également d’envisager la mise au point rapide
d’une méthode thérapeutique spécifique efficace
chez de nombreuses espèces.
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Résumé

Les entérotoxines thermostables colibacillaires provenant des souches S126A et 510 d’origine bovine
ont été purifiées jusqu’à homogénéité. Leurs séquences en acides aminés sont identiques et correspon-
dent à celle de la toxine thermostable isolée de souches d’origine porcine: Asn-Tyr-Phe-Thr-Cys-Cys-
Glu-Leu-Cys-Cys-Asn-Pro-Ala-Cys-Ala-Gly-Cys-Tyr.
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