N
N

N

HAL

open science

Les entérotoxines bactériennes: structure, mode d’action
Franck Lucas, M Popoff, G Corthier

» To cite this version:

Franck Lucas, M Popoff, G Corthier. Les entérotoxines bactériennes: structure, mode d’action. An-

nales de Recherches Vétérinaires, 1991, 22 (2), pp.147-162. hal-00902016

HAL Id: hal-00902016
https://hal.science/hal-00902016v1

Submitted on 11 May 2020

HAL is a multi-disciplinary open access
archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.

L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
destinée au dépot et a la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
émanant des établissements d’enseignement et de
recherche francais ou étrangers, des laboratoires
publics ou privés.


https://hal.science/hal-00902016v1
https://hal.archives-ouvertes.fr

Ann Rech Vét (1991) 22, 147-162 147
© Elsevier/INRA

Article de syntheése

Les enterotoxines bactériennes:
structure, mode d’action

F Lucas'’, M Popoff?, G Corthier’
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centre de recherches de Jouy-en-Josas, domaine de Vilvert, 78350 Jouy-en-Josas;
2Institut Pasteur, rue du Dr Roux Paris, France

(Recu le 11 décembre 1990; accepté le 25 janvier 1991)

Résumé — Les entérotoxines sont des macroprotéines, produites par des bactéries pa-
thogeénes, et agissant dans lintestin de 'homme ou des animaux. Elles sont le plus
souvent responsables de diarrhées (associées ou non a des dommages tissulaires).
Ces molécules different sensiblement au niveau de leur structure et de leur mode
d’action. Certaines d’entres elles (toxine cholérique, LT de Escherichia coli), agissent
en activant un systéme cyclasique (adénylate ou guanylate cyclase) dans ['entérocyte,
et provoquent un flux d’eau et d’électrolytes dans la lumiére intestinale. D’autres, par
contre (entérotoxine de Clostridium perfringens, toxines A et B de Clostridium difficile,
vérotoxine) provoquent par des mécanismes qui perturbent certaines fonctions cellulaires
(synthése protéique, perméabilité aux petites molécules), des dommages tissulaires dans
I'intestin, associés a une réponse inflammatoire. La plupart de ces entérotoxines agissent
par l'intermédiaire d'un récepteur membranaire, qu’'elles reconnaissent spécifiquement
a la surface de I'entérocyte.

entérotoxine / diarrhée / cytotoxique / cytotonique

Summary - Bacterial enterotoxins: structure and mechanism of action. The entero-
toxins are macro-proteins, produced by enterotoxic bacterial strains acting in the human
or animal intestine during digestive infections. In most cases, they induce diarrhoea
(associated or not with tissue damage). These molecules differ in their structure and
mechanism of action. Some of them (cholera toxin, Escherichia coli LT) activate a cy-
clase system (adenylate or guanylate cyclase), inducing water and electrolyte flux in
the gut. Conversely, others (toxins A and B, Clostridium difficile; Clostridium perfringens
enterotoxin; verotoxin), provoke diarrhoea, intestinal damage associated with inflamma-
tory response acting on cellular functions (protein synthesis, permeability to small mole-
cules). Most enterotoxins act via membrane receptors which they specifically recognize
on the surface of the enterocyte.

enterotoxin / diarrhoea / cytotoxicity / cytotonicity

* Correspondance et tirés a part
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INTRODUCTION

Les infections intestinales et les en-
térotoxines bactériennes représen-
tent un sujet treés vaste et surtout tres
varié. Il serait ambitieux de vouloir
en couvrir ici tous les aspects (clini-
ques, épidémiologiques, expérimen-
taux, biochimiques...). Les infections
intestinales, et les diarrhées qui leur
sont associées, représentent, notam-
ment, dans les pays en voie de dé-
veloppement, une cause importante
de la mortalité infantile. On estime
actuellement, a prés de 5 millions le
nombre d'enfants de moins de 5 ans
qui meurent chaque annee de ces af-
fections. Dans les pays industrialisés
bien que la situation soit trés diffé-
rente de ce bilan dramatique, le
poids économique de ces maladies
est élevé, ne serait-ce que par le trai-
tement social qu'elles nécessitent.
D’autre part, il faut souligner I'inci-
dence que ces affections ont au ni-
veau de |'économie, principalement
dans le domaine de I'élevage. Des
infections digestives graves ont, en
effet, été relevées chez le porc et le
veau en particulier (Smith, 1967).
Ces épidémies sont, pour la plupart,
attribuées a des souches entérotoxi-
nogénes de Escherichia coli, qui
produisent des entérotoxines thermo-
labiles (LT) ou thermostables (ST).
Ces derniéres sont notamment res-
ponsables de la pathologie observée
chez le porcelet (Burgess et al, 1978;
Greenburg et Guerrant, 1980). On
comprend donc, méme si les grandes
épidémies humaines ont aujourd’hui
disparu, que de nombreux progrés
restent a faire, aussi bien en matiére
de prévention, de diagnostic, de trai-
tement, et surtout d’hygiene, compte
tenu du mode de transmission de ces

infections, souvent alimentaires, dont
les agents bactériens sont d’origine
fécale.

On estimait, il n'y a encore que 30
ans que les manifestations et les
symptémes de ces infections, étaient
dus a la présence dans l'intestin, de
bactéries qualifiées de pathogenes,
mais sans que l'on connaisse réelle-
ment leur mode d’action. Le carac-
tere, parfois dysentérique de ces
maladies, était alors attribué aux pro-
priétés entéro-invasives des germes
qui leur étaient associés (principale-
ment les Salmonelles et les Shi-
gelles). Il y a une vingtaine d’années,
ces concepts ont été sensiblement
bouleversés, lorsque 'on s’est rendu
compte d’'une part, que la majorité
des bactéries incriminées dans les
infections digestives, étaient capa-
bles de produire des toxines et d’au-
tre part, que ces molécules étaient
directement impliquées dans ces af-
fections. Enfin, au cours des 10
derniéres années, des progrés déter-
minants ont été faits dans la compré-
hension de ces maladies, aprés que
'on ait compris. le mécanisme
d'action de certaines de ces entéro-
toxines dans lintestin, la toxine cho-
lérique en particulier.

Les entérotoxines bactériennes,
sont des protéines, produites au
cours d'infections digestives, dues a
des germes tels Vibrio cholerae, Sal-
monella sp, Shigella dysenteriae,
Yersinia enterolytica, et plus rare-
ment a Clostridium difficile ou a Clos-
tridium perfringens, ou libérées dans
les aliments avant leur ingestion par
Staphylococcus aureus et Bacillus
cereus notamment. Ces molécules
agissent principalement dans Pintes-
tin, d’ou le terme «entérotoxine» uti-
lisé pour les définir. Leur structure et
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de leurs modes d’action sont hétéro-
genes, et elles sont trés souvent res-
ponsables de diarrhées, parfois
associées a des dommages tissu-
laires. On a I'habitude de classer ces
entérotoxines selon leurs caractéris-
tiques biochimiques d’une part: poids
moléculaire, nombre de sous-unités,
sensibilité a la chaleur ou aux en-
zymes, et d'autre part, selon leurs
modes d'action ou activités biclogi-
ques. Sur la base de cette derniére
classification, ces molécules se dé-
terminent en 2 groupes distincts: les
entérotoxines dites cytotoniques, et
les autres, qualifiées de cytotoxiques
(Gemmel, 1984). Le caractére princi-
pal, qui permet d’'établir cette distinc-
tion réside dans le pouvoir que ces
molécules ont ou n'ont pas, d'induire
une réponse sécrétoire (eau, électro-
lytes), en anse intestinale ligaturée
chez I'animal. Cette réponse impli-
que souvent I'activation d’'un systéme
cyclasique: adénylate ou guanylate
cyclase. Le modéle du genre est re-
présenté par la toxine cholérique. les
entérotoxines cytotoxiques, quant a
elles, peu ou pas actives en anse li-
gaturée, agissent sur I'épithélium in-
testinal, en y provoquant des
dommages histologiques importants,
et sont fortement toxiques pour cer-
taines lignées de cellules non intes-
tinales. Leur mécanisme d’action est
généralement mal connu, mais on in-
voque dans la plupart des cas une
perturbation des grandes fonctions
cellulaires: synthése protéique, per-
meabilité aux ions, aux acides ami-
nés ou au glucose. A la maniere des
toxines cytotoniques, elles re-
connaissent souvent un récepteur
fonctionnel sur I'entérocyte, et on
teste leurs activités biologiques en
évaluant leur cytotoxicité sur des li-
gnées de cellules en culture (CHO,

Y1, fibroblastes, lymphocytes). Ces
tests sont, par ailleurs, utilisés avec
les toxines cytotoniques pour déter-
miner certains paramétres de leurs
activités biologiques (I'élévation du
taux intracellulaire d’AMP cyclique
par exemple).

Pour mettre en évidence les enté-
rotoxines, on a développé, il y a une
quarantaine d’années environ, le test
de I'anse intestinale ligaturée, utilisé
classiquement chez le lapin (Berg-
doll, 1988). Cette technique consiste
a isoler une portion de l'intestin gréle
a l'aide de 2 ligatures, et a y injecter
le surnageant d'une culture bacté-
rienne, qu'on suspecte de contenir le
facteur diarrhéogénique recherché.
Aprés 24 h on mesure dans l'anse
intestinale le volume du fluide accu-
mulé, et on exprime le résultat obte-
nu par un rapport: volume/unité de
longueur, qui peut atteindre ou dé-
passer 2 dans le cas de la toxine
cholérique par exemple.

On évalue également I'activité bio-
logique des entérotoxines par des
tests de cytotoxicité sur de nom-
breuses lignées cellulaires en
culture: CHO-K1, cellules rénales Y4
ou Vero, fibroblastes, lymphocytes,
adipocytes (Keusch et Donta, 1975).
Les effets des entérotoxines cytotoxi-
ques sur ces cellules sont multiples:
changement de leur conformation
(élongation des CHO par exemple),
modification de leur perméabilité, in-
hibition de la synthése protéique.
Ces phénomeénes ne sont pas les ca-
ractéristiques propres des seules cy-
totoxines, et, dans une moindre
mesure les entérotoxines cytotoni-
ques peuvent exercer des effets cy-
totoxiques, notamment la toxine A de
C difficile (Tucker et al, 1990). Par
ailleurs, certaines molécules dites cy-
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totoxiques comme I'entérotoxine de
C perfringens, induisent une réponse
sécrétoire en anse ligaturée. La li-
mite entre les 2 concepts que nous
venons de définir n’est par consé-
quent pas toujours bien définie, et il
serait préférable de réserver le qua-
lificatif cytotonique aux toxines dont
les effets s'exercent dans lintestin,
par l'intermédiaire d’'un systéme cy-
clasique (toxine cholérique ou LT de
E coli par exemple).

Dans cette revue, nous décrirons
les paramétres caractéristiques et les
fonctions des entérotoxines les
mieux connues, ou de celles qui re-
vétent un intérét particulier en raison
de leur mécanisme d’action, encore
mal expliqué (la toxine A de Clostri-
dium difficile par exemple).

LA TOXINE CHOLERIQUE

La toxine cholérique est produite, au
cours d'infections intestinales dues &
Vibrio cholerae, germe qui se déve-
loppe chez 'homme dans [lintestin
gréle. Elle est responsable de diar-
rhées tres importantes. Cette mala-
die jadis tant redoutée n’est
aujourd’hui mortelle que dans les
zones du globe sous-médicalisées.
Son traitement consiste principale-
ment en une réhydratation pour
compenser la perte hydroélectrique
due a ['épisode diarrhéique. La
toxine cholérique est aujourd’hui bien
connue et caractérisée aussi bien au
niveau de son mode d'action que de
sa structure (Fishman et Antikkan,
1980; Fishman, 1982; Gemmel,
1984). Cette molécule de 84 kDa est
constituée de 2 entités séparément
non toxiques: I'une d'elles (le compo-
sant B) est constituée de 5 sous-uni-

tés de 11,6 kDa chacune, et porte le
site de fixation de la toxine sur son
récepteur membranaire. L'autre (le
composant A) comporte 2 sous-uni-
tés de 24 et 5,4 kDa (A1 et A) reliés
par un pont disulfure le composant
A est responsable de Pactivité toxi-
que de la molécule.

La toxine cholérique exerce son
activité toxique en se fixant, par I'in-
termédiaire de ses sous-unités B, sur
un récepteur membranaire spécifique
(le ganglioside GM1), a la surface de
'entérocyte (Homgren et al, 1975;
Griffiths et al, 1986), mais également
sur de nombreuses autres lignées
cellulaires (Cuatrecasas, 1973; Fish-
man, 1980). Cette fixation induit la
translocation rapide de la sous-unité
enzymatique A de la toxine a travers
la membrane. La sous-unité A cata-
lyse I'hydrolyse du NAD et le trans-
fert d’'une partie de cette molécule
(ADP-ribose) sur la sous-unité régu-
latrice Gs de I'adénylate cyclase qui
est située a la face interne de la
membrane plasmique. En résumant,
I'ADP-ribosylation de cette protéine
régulatrice conduit a I'activation per-
manente de I'adénylate cyclase, et a
la conversion non contrélée de 'ATP
en AMP¢. L'augmentation du taux in-
tracellulaire d’AMP¢ provoque une
sécrétion active de chlore, et inhibe
la réabsorption conjointe de cet ion
et du sodium par I'entérocyte. Ce
mécanisme, non létal pour la cellule,
conduit & une sortie passive d'eau,
origine de la diarrhée.

Le mode d’action de cette toxine
résume en fait son activité biologi-
que. Cette molécule induit une impor-
tante réponse sécrétoire (eau et
¢électrolytes) en anse intestinale liga-
turée chez le lapin, sans provoquer
de lésions hémorragiques (Berdgoll,
1988; Triadafilopoulos et al, 1989) a
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ce titre, elle est proprement cytoto-
nique. De nombreuses études ont
montré que cette molécule re-
connaissait un récepteur spécifique
unique (le GM1), a la surface de
nombreuses cellules, et y induisait
une élévation du taux d’AMP¢ en pro-
portion du nombre de sites reconnus
(Holmgren et al, 1975; Fishman et
Atikkan, 1980). La cytotoxicité de la
toxine cholérique sur des cellules
HelLa en culture est par ailleurs
extrémement faible, lorsque par
exemple, on la compare a celle d’en-
térotoxines proprement cytotoxiques
comme la Verotoxine ou I'entéro-
toxine de Clostridium perfringens
type A (Keusch et Donta, 1975).

TOXINES DE ESCHERICHIA COL!

E coli est responsable chez 'homme
et Panimal, principalement chez le
porc, d'infections intestinales parfois
hémorragiques. On a, par ailleurs,
caractérisé de nombreuses souches
pathogénes de cette bactérie, enté-
rotoxinogénes (ECET) ou entéro-in-
vasives (ECEI, 0157:H7) (Riley,
1987). Les souches toxinogénes pro-
duisent plusieurs types de toxines:
une entérotoxine LT (thermo-labile),
et des toxines thermostables (STa,
STb), dont les mécanismes d’action
sont proches mais les structures to-
talement différentes.

Toxine LT

La toxine LT est produite par cer-
taines souches toxinogénes de E coli
au cours d'infections intestinales,
analogues a celles engendrées par
Vibrio cholerae. Cette molécule est,
a tous les niveaux, trés proche de la

toxine cholérique, avec qui elle pos-
sede notamment une forte parenté
antigénique. Sa structure, encore
mal connue il y a 10 ans est aujour-
d’hui bien établie (Dallas et Falkow,
1979; Gill et al, 1981). Cette toxine
de 85 kDa est constituée de 2
composants. L'une d'elies comporte
5 sous-unités B de 11,5 kDa cha-
cune, l'autre est un peptide de 25,5
kDa constitué de 2 entités: Ay (21-
23,5 kDa) et A2 (11-13 kDa).

Le mode d’action de la LT de E colj,
est analogue a celui de la toxine cho-
lérique. Comme cette derniére, c’est
une entérotoxine cytotonique, elle re-
connait le ganglioside GM1 sur 'en-
térocyte par l'intermédiaire de ses
sous-unités B, active I'adénylate cy-
clase dans ces cellules par son pep-
tide toxique A, et conduit ainsi aux
mémes effets sécrétoires dans l'in-
testin (Holmgren et al, 1982; Berd-
goll, 1988; Zemelman et al, 1989).
Cette toxine fixerait par ailleurs d’au-
tres récepteurs membranaires (glyco-
protéiques) sur la bordure en brosse
intestinale; ces sites non reconnus
par la toxine cholérique seraient éga-
lement fonctionnels pour la LT de E coli
(Zemelman et al, 1989).

Comme la toxine cholerique, la
toxine LT induit une importante ré-
ponse sécrétoire en anse intestinale
ligaturée sans provoquer de lésions
hémorragiques (Berdgoll, 1988). Par
contre, cette réponse n'est pas inhi-
bée par la sous-unité B (non toxique)
de la toxine cholérique, en raison de
la présence souvent en grand nom-
bre, de récepteurs fonctionnels, uni-
quement reconnus par la LT de E coli.
La toxine LT se fixe par ailleurs sur
les cellules qui expriment le ganglio-
side GM1 a leur surface (notamment
les Hela), et dont elle augmente le
taux d'AMP. Par contre, et a l'instar
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de la toxine cholérique, elle est trés
peu cytotoxique (Keusch et Donta,
1975).

Toxines ST

Les toxines ST (thermostables) sont
produites par certaines souches de
E coli mais également par d'autres
bactéries telles: Yersinia enterolitica,
Aeromonas hydrophila et certaines
souches de Salmonella. Elles sont
constituées d’une seule chaine poly-
peptidique de 2,5-10 kDa.

Les toxines ST produites par E
coli appartiennent a 2 catégories
(STa et STb). Elles comportent a
I’état mature 18 et 48 acides aminés
respectivement et leur poids molécu-
laire oscille entre 2,5 et 5 kDa
(Greenburg et Guerrant, 1980; Ronn-
berg et al, 1983). Les toxines ST pro-
duites par des souches différentes
de E coli, d'origine animale ou hu-
maine sont par ailleurs trés proches
structuralement. Elles comportent no-
tamment 6 cystéines reliées par 3
ponts disulfures qui leur conférent
une grande résistance a la chaleur.

Les toxines ST de E coli induisent
une réponse sécrétoire en anse in-
testinale ligaturée, de méme nature
que celle provoquée par la toxine
cholérique ou la LT de E coli, elles
sont donc cytotoniques (Gemmel,
1984); Cependant la STb ne parait
active que chez le porc, ou son mé-
canisme d’action est inconnu. La
toxine STa agit rapidement sur I'en-
térocyte, et il est probable qu’elle ne
soit pas internalisée par cette cellule.
La fixation de la STa sur son récep-
teur cellulaire induit I'activation de la
guanylate cyclase intestinale et il
s’ensuit une augmentation du taux
intracellulaire de GMP¢ a l'origine

probable de la fuite électrolytique
(Guerrant et al, 1980; Berdgoll 1988).
Il a été montré qu'elle reconnait un
récepteur spécifique a la surface de
I’entérocyte (Gianella ef al, 1983). Ce
récepteur est de nature protéique
mais n’a pas encore été caractérise.
A l'inverse de la toxine cholérique ou
de la LT, la STa de E coli est spéci-
fique de [I'épithélium intestinal, et
n‘exerce son activité toxique que sur
I'entérocyte.

ENTEROTOXINE DE SALMONELLA

Les salmonelles sont responsables
chez I'homme d'infections intesti-
nales d’origine alimentaire, caractéri-
sées par des diarrhées, des fiévres
modérées, des vomissements. Ces
symptomes apparaissent générale-
ment aprés un temps d’incubation de
24-48 h. Certaines souches sont en-
téro-invasives.

Curieusement, on constate que
malgré la fréquence de ces affec-
tions, notamment dans les pays in-
dustrialisés, bien peu d’efforts ont
été entrepris pour comprendre le mé-
canisme de ces infections et la na-
ture des toxines produites par les
bactéries du genre Salmonella.

Il est clair cependant, que le ca-
ractére entéro-invasif des salmo-
nelles est en partie responsable des
pathologies gu’elles induisent, et no-
tamment des diarrhées, qui résultent
sans doute des lésions épithéliales
provoquées par ces germes et par
les facteurs toxiques qu'ils produi-
sent (Sedlock et al, 1978; Peterson
et Sandefur, 1979). Par ailleurs on a
caractérisé au moins 2 facteurs toxi-
ques produits par les salmonelles,
proches de la toxine cholérique au



Entérotoxines bactériennes 153

niveau de leur activité biologique
(Sandefur et Peterson, 1976). Cer-
taines de ces molécules sont thermo-
stables, leur poids moléculaire serait
assez élevé (proche de 90 kDa), et
la plupart d’entre elles paraissent
étroitement associées a la paroi bac-
térienne. Cette derniére propriété ex-
plique notamment que ces toxines
soient difficiles a isoler et que leur
structure soit mal connue.

On a récemment pu cloner le géene
d'une entérotoxine produite par une
souche de Salmonella typhimurium.
Cette protéine serait codée par une
séquence de 6,3 kb similaire a celle
du géne de la toxine cholérique ou
de la LT de E coli. Elle serait consti-
tuée de plusieurs sous-unités de 45,
26, et 12 kDa (Chopra et al, 1987).

Certaines souches de Salmonella
produisent une entérotoxine thermo-
labile, dont l'activité biologique est
tres proche de celle de la toxine cho-
lérique (Molina et Peterson, 1980).
Comme cette derniére, elle induit
une sécrétion électrolytique en anse
intestinale ligaturée, provoque I'élon-
gation de cellules CHO ou Y1 in vitro,
qui par ailleurs serait inhibée par le
ganglioside GM1 ou par un sérum
anti-toxine cholérique (Sandefur et
Peterson, 1977; Chopra et al, 1987;
Murray et al, 1989). Son effet activa-
teur sur l'adénylate cyclase a été
également suggéré (Peterson et al,
1984).

Ala lumiére de ces résultats, il pa-
rait probable que les symptémes
diarrhéiques observés au cours des
salmonelloses soient en partie attri-
buables a l'activité cytotonique de
cette entérotoxine. D’autre part, son
mécanisme d’action dans lintestin
pourrait étre trés proche, sinon iden-
tique a celui de la toxine cholérique

et en particulier médié par le méme
récepteur membranaire.

ENTEROTOXINE DE CLOSTRI-
DIUM PERFRINGENS

On distingue 5 classes de C perfrin-
gens (types A et E). Cette classifica-
tion est basée sur la capacité de ces
bactéries a produire différentes
toxines ou facteurs toxiques.

C perfringens est responsable de
toxi-infections chez I'’homme, carac-
térisées par des diarrhées et des
crampes abdominales, qui débutent
10-12 h aprés l'ingestion des aliments
contaminés. L'entérotoxine produite
par les souches A, D ou C, est as-
sociée a la sporulation du Clostri-
dium. Cette molécule est constituée
d'une seule chaine polypeptidique de
34 kDa (Hanna et al, 1989). Elle est
thermolabile, son pouvoir toxique est
notamment détruit par un chauffage
de 10 min a 60°C.

Expérimentalement ['entérotoxine
de C perfringens, est capable d'in-
duire une réponse sécrétoire modeé-
rée dans l'intestin, cette action étant
par ailleurs accompagnée de sé-
rieuses lésions épithéliales consta-
tées chez le rat ou le lapin (McDonel
et al, 1978, McDonel, 1979). Cette
toxine est active sur de nombreux
types de cellules (entérocytes, hépa-
toxytes, cellules Vero), a la surface
desquelles elle reconnait un récep-
teur protéique, et dont elle altere cer-
taines fonctions métaboliques. A ce
titre, son action est principalement
cytotoxique. Le mécanisme d'action
de cette molécule n'est pas détermi-
né avec précision. Cependant, il pa-
rait probable qu’elle agisse
principalement en madifiant la per-
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méabilité membranaire des cellules
au petites molécules: acides aminés,
ions, eau et glucose, provoquant ain-
si des changements morphologiques,
une inhibition de la synthése protéi-
que et par conséquent une diminu-
tion de leur viabilité (McDonel, 1979;
Granum, 1982; Hulkover et al, 1989).

ENTEROTOXINE DE SHIGELLA
DYSENTERIAE

Shigella dysenteriae type 1 est impli-
quée chez I'homme dans certaines
diarrhées a caractére parfois dysen-
térique, en raison du caractere enté-
ro-invasif de cette bactérie. Elle
produit une entérotoxine majeure
dans Tlintestin qualifié¢e de shiga-
toxine ou encore vérotoxine, de part
I'effet toxique qu'exerce cette molé-
cule sur les cellules Vero. Cette
toxine de 70 kDa est constituée de
2 composants. La sous-unité A est
un polypeptide de 30,5 kDa portant
I'activité toxique de la protéine cliva-
ble en 2 sous-unités Ay et Az, de
27,5 et 3 kDa, respectivement. Le
deuxieme composant de cette toxine
est constitué de 4-5 sous-unités B,
de 7-11 kDa chacune (Olsnes et al,
1981; Keusch et al, 1988; Ryd et al,
1989). Cette structure est analogue
a celles de la toxine cholérique ou
de la LT de E coli, bien que, la vé-
rotoxine ne présente pas de parenté
antigénique avec ces derniéres. Par
contre, on a montré que certaines
souches de E coli produisaient une
toxine trés proche de cette molécule
(Giraldi et al, 1990).

La vérotoxine induit une réponse
sécrétoire en anse intestinale ligatu-
rée chez le lapin (Donowitz et al,
1975; Bergdoll, 1988), probablement

liée a son effet diarrhéogénique chez
'’homme et I'animal. Cette molécule
posséderait par ailleurs plusieurs ef-
fets distincts. On lui attribue en effet
un pouvoir cytotonique, cytotoxique,
et enfin neurotoxique (Eiklid et
Olsnes, 1983). La toxine de Shigella
dysenteriae type 1 est cytotoxique
pour un nombre limité de lignées cel-
lulaires (HeLa et Vero) sur les-
quelles, elle reconnait un récepteur
spécifique (Eiklid et Olsnes, 1980),
mais n'aurait par contre pas d’action
sur d’autres cellules (Y1, CHO).

Le mécanisme d’action de cette
toxine a été partiellement élucidé au
cours de ces 10 derniéres années.
Cependant, son activité sécrétoire
dans l'intestin est encore aujourd’hui
mal comprise. Bien que cet effet soit
lié dans certains cas au caractere in-
vasif de la bactérie, il apparaitrait
aussi que certaines souches non in-
vasives mais toxinogénes induisent
une réponse sécrétoire et entéroné-
crosante dans l'intestin. La vérotoxine
pourrait par ailleurs, augmenter le
taux d’AMP¢ dans I'épithélium intes-
tinal, mais a des doses nettement su-
périeures a celles employées avec la
toxine cholérique ou la LT de E coli.
A ce titre, I'effet diarrhéogénique de
cette molécule ne semble pas direc-
tement induit par I'activation de l'a-
dénylate cyclase.

En revanche, I'effet cytotoxique de
cette protéine est aujourd’hui bien
expliqué (O'Brien et Holmes, 1987).
La vérotoxine se fixe aux membranes
cellulaires sur un récepteur spécifi-
que. Cette molécule est ensuite in-
ternalisée par voie endocytosique et
les vésicules formées, contenant la
toxine, fusionnent avec les lyso-
somes. La sous-unité Ay issue du cli-
vage du composant A (par réduction
d'un pont disulfure) passe dans le cy-
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tosol ou elle se lie a la sous-unité
60S du ribosome, provoquant I'inac-
tivation de cette derniere ce qui
aboutit & linhibition de la synthése
protéique et a la mort de la cellule.
Ce mécanisme rend compte de I'acti-
vité entéronécrosante de la véro-
toxine. L'effet diarrhéogénique serait
lié a la destruction des entérocytes
impliqués dans I'absorption intesti-
nale.

TOXINES DE C DIFFICILE

Au cours de l'infection, chez I'homme
ou 'animal, C difficile produit géné-
ralement 2 toxines. L'entérotoxine ou
toxine A, que l'on dose au moyen
d’'un test ELISA (Lyerly et al, 1983)
exerce une action cytotonique en
anse intestinale ligaturée (Triadafilo-
poulos et al, 1987; Triadafilopoulos
et al, 1989) mais egalement cytotoxi-
que dans une moindre mesure, lors-
qu’on évalue son activité sur des
cultures de cellules (Libby et al,
1982; Corthier et al, 1989). La cyto-
toxine ou toxine B est environ 1000
fois plus toxique que la toxine A pour
certaines lignées cellulaires. Cette
propriété permet de la doser en éva-
luant sa cytotoxicité sur des cellules
en culture (Lyerly et al, 1982; Cor-
thier et al, 1986).

Ces 2 toxines sont thermolabiles.
La toxine A est inactivee en milieu
acide (pH < 5,5), ou elle précipite.
Elles sont toutes les 2 sensibies aux
protéases, notamment a l'action de
la trypsine et de la chymotrypsine
(Sullivan et al, 1982).

On a montré d'autre part que la
toxine B possédait une forte parenté
antigénique avec la toxine L de Clos-
tridium sordellii, alors que la toxine

A était apparentée a la toxine H de
ce Clostridium. Les 2 toxines de C
difficile sont par ailleurs neutralisées
par un antisérum dirigé contre un
surnageant partiellement  purifié,
d'une culture de ce germe. La toxine
A possede une forte affinité pour la
thyroglobuline. Cette propriété per-
met de la purifier par chromotogra-
phie d'affinité sur une colonne de
cette protéine immobilisée (Krivan et
al, 1987).

La structure de ces 2 molécules
étaient mal connue il y a encore
quelques années. Notamment leur
poids moléculaire variait sensible-
ment selon les études. En 1982, Sul-
livan estimait celui de la toxine A
entre 440 et 550 kDa et celui de la
toxine B entre 360 et 470 kDa (Sui-
livan et al, 1982). Aujourd’hui, grace
a la biologie moléculaire on a pu clo-
ner et séquencer les génes de ces
2 toxines, et mieux connaitre leur
structure. La toxine A serait une pro-
teine de 308 kDa constituée de 2 710
acides aminés (Dove et al, 1990).
Elle contiendrait par ailleurs 7 sé-
quences répétitives de bases, codant
pour les sites de fixation de la toxine
sur son récepteur intestinal. La
toxine B serait un polypeptide de 270
kDa, constitué de 2 366 acides ami-
nés (Barroso et al, 1990).

Le mécanisme d'action des
toxines A et B de C difficile n'est pas
connu. Lleurs activités biologiques
testées in vitro et in vivo ont cepen-
dant permis d’émettre quelgues
hypothéses a ce niveau.

Les toxines A et B de C difficile
sont toutes 2 cytotoxiques pour cer-
taines lignées cellulaires et notam-
ment pour les fibroblastes ou les
cellules CHO-K; (Lyerly et al, 1982;
Corthier et al, 1986). Elles induisent
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en particulier sur ces cellules, les
mémes altérations morphologiques
(arrondissement des CHO et des fi-
broblastes), mais a des degrés diffé-
rents (Tucker et al, 1990). On a
montré en particulier que la toxine B
pouvait atteindre les titres supérieurs
a 6 (correspondant au logio de la
derniére dilution toxique pour des
cellules CHO), dans un surnageant
de cuiture de C difficile (Corthier et
al, 1989), et voisins de 10° dans le
contenu caecal de souris infectées
par le Clostridium (Corthier et al,
1986). D’autre part, l'effet cytotoxi-
gue de la toxine A semble médié par
un récepteur cellulaire. En effet, pour
certaines cellules tumorales, possé-
dant a leur surface un récepteur glu-
cidique pour la toxine A, cette activité
serait 100 fois plus importante, que
pour les CHO-K{, ne possédant pas
ce site de fixation (Tucker et al,
1990). On a montré par ailleurs que
les toxines A et B altéraient les pa-
rametres électrochimiques de la bar-
riere caecale chez la souris en
diminuant notamment le potentiel de
membrane et en augmentant la per-
méabilité celluiaire aux macromolé-
cules (Mitchell et al, 1987; Heyman
et al, 1989). La toxine A quant a elle,
augmenterait la perméabilité des en-
térocytes humains, probablement par
un mécanisme qui affecterait leur cy-
tosquelette et leurs jonctions serrées
(Hugues et al, 1983; Hecht et al,
1988). La toxine B d’autre part, inhi-
berait la synthése protéique des fi-
broblastes et des entérocytes,
mécanisme probablement a l'origine
de son activité biologique (Pothoula-
kis et al, 1986). Enfin, I'activité cyto-
toxique des 2 toxines invoquerait des
modifications dans la structure du cy-
tosquelette, principalement en provo-
quant la dissolution des filaments

d'actine (Shoshan et al, 1990; Hecht
et al, 1988, Pothoulakis et al, 1986).

La toxine A, contrairement a la
toxine B, provoque en anse ligaturée
chez le lapin, une importante sécré-
tion hémorragique, dont le volume
est a peu prés identique a celui ob-
servé avec la toxine cholérique (Tria-
dafilopoulos et al, 1989), et une
augmentation de la perméabilité in-
testinale au mannitol (Triadafilopou-
los et al, 1987). La nature de cette
sécrétion est par ailleurs tout a fait
différente de celle induite par la toxine
cholérique, qui est essentiellement
hydrosodée et n'est accompagnée
d'aucune lésion (Triadafilopoulos et
al, 1989). Elle contient notamment de
nombreux débris cellulaires, de Ia fi-
brine, des cellules sanguines dont
une majorité de leucocytes, témoins
de l'importance de linflammation et
des dommages causés a 'épithélium
intestinal. [l a été suggéré d'autre
part, que les lésions occasionnées
au cours de l'infection seraient dues
a la réponse inflammatoire de I'épi-
thélium a la toxine A et a l'infiltration
des  polynucléaires  neutrophiles
(Triadafilopoulos et al, 1987). In vitro
par contre la toxine A aurait peu d’ef-
fet sur I'épithélium intestinal.

On a montré par ailleurs, que la
toxine A, ou un extrait brut de culture
de C difficile contenant les 2 toxines,
induisait sur l'intestin, en chambre de
Ussing, une sécrétion luminale de
sodium et de chlore en absence de
toute lésion. Ces flux ioniques se-
raient, d’autre part, dépendants de la
concentration sérique de calcium, et
nuls en 'absence de cet ion (Hugues
et al, 1983).

Les toxines A et B injectées par
voie indradermique chez le lapin,
provoquent des réactions érythéma-
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teuses et une augmentation de la
perméabilité vasculaire, plus forte ce-
pendant avec la toxine A (Lyerly et
al, 1982).

La toxine A de C difficile agirait sur
I'activité myoélectrique du muscle in-
testinal lisse, et provoquerait une de-
polarisation membranaire et une
augmentation de I'amplitude et de la
fréguence des contractions intesti-
nales (Gilbert et al, 1989a). L'action
de la toxine B sur ce muscle serait
différente: elle provoque aussi une
dépolarisation membranaire, mais
elle induirait une diminution de I'acti-
vité électromécanique, par inhibition
du couplage excitation-contraction
(Gilbert et al, 1989b). Par conse-
quent ces 2 molécules perturberaient
la motricité intestinale.

'y a plus de 50 ans, alors que
les toxines de C difficile n’avaient
pas été caractérisées, on a montré,
qu’un surnageant de culture de ce
germe, injecte par voie sous-cutanée
était létal pour certaines especes
animales (Hall et O'Toole, 1935). Ré-
cemment, on a observé que la toxine
A de C difficile était fortement toxi-
que pour le hamster lorsqu’elle était
donnée par voie intragastrique a cet
animal (Lyerly et al, 1985). Par
ailleurs, la sensibilité extréme du
hamster & cette molécule est proba-
blement en relation avec le nombre
elevé de récepteurs a la toxine A pré-
sents sur les entérocytes de cet ani-
mal (Krivan et al, 1986)). Le rat et
la souris semblent par contre nette-
ment moins sensibles a l'action de
cette toxine (Lyerly et al, 1985). La
toxine A produit par voie orale chez
ces animaux des lésions intestinales
hémorragiques dont I'importance est
en relation avec leur sensibilité a

cette molécule. Ces lésions sont
comparables a celles observées au
cours de I'infection a C difficile, met-
tant par conséquent en évidence le
réle direct de la toxine A dans la pa-
thologie. A linverse, la toxine B de
C difficile administrée par voie orale
n'a pas d'effet pathogéne chez I'ani-
mal, et en particulier ne crée pas de
Iésions intestinales (Lyerly et al,
1985; Triadafilopoulos et al, 1987).
On a cependant observé qu'elle de-
venait létale chez le hamster lorsque
le caecum ou le jéjunum de cet
animal étaient préalablement endom-
magés (par pincement) avant 'admi-
nistration de la toxine A. Ce résuitat
par conséquent, semble indiquer que
la toxine B agit secondairement,
aprés que la toxine A ait créé les pre-
miéres lésions intestinales, et poten-
tialise ainsi les effets de cette
derniére.

En conclusion, les toxines pro-
duites au cours de l'infection intesti-
nale a C difficile, paraissent avoir de
multiples activités au niveau cellu-
laire ou tissulaire. Ces 2 molécules
sont sensiblement différentes, no-
tamment par leur mode d’action. La
toxine A ou entérotoxine qualifiée de
cytotonique parce qu’elle provoque
une sécrétion intestinale (hémorragi-
que), semble jouer, par son action di-
recte sur I'épithélium, un réle majeur
dans la pathologie. Son activité cy-
totoxique sur les entérocytes, la ré-
ponse inflammatoire qu'elle induit
dans l'intestin, seraient responsables
de son effet diarrhéogénique. Le mé-
canisme d'action de cette toxine
n'est cependant pas connu, il néces-
siterait la reconnaissance d'un récep-
teur cellulaire, mais n’impliquerait
pas l'activation d’'un systeme cycla-
sique a l'inverse de la toxine cholé-
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rique ou de la LT de E coli (Hugues
et al, 1983). A ce titre, et en relation
avec son pouvoir cytotoxique, la
toxine A semble avoir partiellement
usurpé son qualificatif d’entérotoxine
cytotonique.

La toxine B au contraire, est prin-
cipalement cytotoxique, et n’induit
pas de réponse intestinale sécré-
toire. Par contre, elle est fortement
‘toxique pour certaines lignées de cel-
lules, et comme la toxine A, elle aug-
mente la perméabilité cellulaire par
des modifications du cytosquelette.
Son réle dans la pathologie n’est ce-
pendant pas trés clair, et, bien que,
seule, elle soit incapable de provo-
quer des lésions intestinales, elle
agirait en synergie avec la toxine A
et potentialiserait son action, aprés
que cette derniére ait provoqué les
premiers dommages tissulaires dans
l'intestin.

CONCLUSION

La classification des entérotoxines
est basée sur un ensemble de carac-
téristiques que nous avons résumées
(tableau 1). Bien entendu, la liste de
ces molécules n’est pas exhaustive.
Par ailleurs, et pour é&tre plus
complet, nous aurions pu parler des
entérotoxines LT ou ST produites par
certaines souches d’Aeromonas, de
Yersinia ou de Klebsiella, germes
responsables d’infections intestinales
notamment chez le jeune enfant. La
caractéristique commune de toutes
les toxines que nous avons exami-
nées dans ce chapitre réside dans
leurs activités diarrhéogéniques. Ce-
pendant, I'effet sécrétoire de ces mo-
lécules ne résulte pas toujours du
méme mécanisme, ce qui permet ain-

si de les classer en 2 catégories
distinctes. Pour nombre d’entre elles,
il invoque l'activation d’un systéme
cyclasique, et leur confere alors un
véritable pouvoir cytotonique: de fa-
¢on certaine pour la toxine choléri-
que et les toxines de E coli, et dans
une certaine mesure pour les toxines
de Shigella ou de Salmonella par
exemple (tableau!), pour d'autres
par conire, cette réponse sécrétoire
résulte principalement de leur pou-
voir cytotoxique, de la réponse in-
flammatoire et des lésions qu’'elles
induisent dans l'intestin (toxines A et
B de C difficile, entérotoxines de C
perfringens et vérotoxine de Shigel-
la). L'adénylate cyclase est généra-
lement stimulée par les toxines de
haut poids moléculaire (70-90 kDa),
alors que la guanylate cyclase sem-
ble activée par des protéines plus
petites (2,5-10 kDa), et souvent par
les toxines ST. En regle générale, on
connait assez mal le mécanisme
d’action et la structure des toxines
produites par les bactéries gram po-
sittf (toxine A de C difficile).

On notera enfin la structure bi-
naire, caractéristique commune de
certaines de ces entérotoxines (ta-
bleau 1). Ces derniéres sont en effet
constituées de 2 composants: la
sous-unité A porte leur activité biolo-
gique (toxique), et pénetre générale-
ment dans la cellule, le composant
B contient 4-5 sous-unités, qui
constituent leurs sites de fixation sur
leur(s) récepteur(s) membranaire(s).
La liaison des entérotoxines sur ces
derniers constitue en ['occurrence,
I'étape initiale de la pathologie, et en
conséqguence, ces récepteurs jouent
un réle aussi important que les
toxines elles-mémes au niveau des
infections intestinales.
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