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RESUME : L'espece Escherichia coli est subdivisée en de nombreuses souches pathogénes pour I’'homme
et de nombreuses espéces animales sur base de la possession de propriétés ou de la production de fac-
teurs spécifiques qui sont responsables de leur pouvoir pathogene. Ces souches pathogénes sont classi-
guement divisées en souches a tropisme intestinal (entérotoxinogenes, entéropathogénes, entérohémor-
ragiques, vérotoxinogéenes et entéro-invasives) et en souches a tropisme extra-intestinal (uropathogénes
et invasives). Les souches invasives provoquent des septicémies et/ou des bactériémies avec localisa-
tions dans différents organes (infections systémiques). Si les propriétés et facteurs spécifiques de viru-
lence des souches a tropisme intestinal sont relativement bien connus et caractérisés, ceux des souches a
tropisme extra-intestinal le sont beaucoup moins, surtout chez les animaux.

Le but de cette série d’'articles de revue est de présenter les connaissances sur les propriétés et facteurs
spécifiques des souches a tropisme extra-intestinal: les adhésines et facteurs de colonisation, le franchis-
sement des muqueuses et la survie dans le sang et les organes internes, les propriétés toxiques. Le qua-
trieme article fera le point sur les souches invasives elle-mémes, particulierement les souches nécrotoxi-
nogenes.

Ce troisieme article présente donc les connaissances actuelles sur les propriétés toxiques des souches
invasives de colibacilles: endotoxines, facteurs cytotoxiques nécrosants, toxines cytolétales distendantes

et toxines hémolytiques.

PRODUCTION DE TOXINES

Lanotion de production par les bacté-
ries de substances dont les effets sont
nocifs pour lestissus eucaryotes et qui
sont responsables des |ésions et signes
cliniques, remonte aux débuts des
connaissances sur les bactéries patho-
genes (Van Heyningen, 1970). Lapre-
miere description d'une substance
chimique a effets nocifs fut celle dela
toxine diphtérique (Roux et Yersin,
1888) ; sa découverte fut rapidement
suivie par celles des toxines tétanique
par Faber en 1889 et botuliques par
Van Ermengen en 1898 (Van
Heyningen, 1970). L’ origine du terme
«toxine», employé par Roux et Yersin

(1888), est obscure, mais se trouve
probablement dans le nom et adjectif
«toxique» (grec: TOEIKOV , poison).
Cependant, ce n'est qu'au début du
20e siecle que les mots «toxine,
« antitoxine » et « toxoide» sont utili-
sés de maniére systématique.
Classification

Actuellement, les toxines bacté-
riennes de nature protéique sont ras-
semblées sous le nom d’ exatoxines,
méme si nombre d’entre elles sont
localisées a I'intérieur du cytoplasme
ou dans le périplasme, par opposition
a ce que I’on dénomme I’ endotoxine
bactérienne, qui correspond au lipide
A du lipopolysaccharide (LPS) des

bactéries Gram négatives. Les progres
des cultures cellulaires ont permis non
seulement d’en décrire en grand
nombre, maisaussi d’en étudier préci-
sément les effets sur les cellules euca-
ryotes. Les progres de la chimie et de
la génétique ont aussi permis d’en
purifier un grand nombre de maniére
de plus en plus aisée et d’en com-
prendre le déterminisme génétique.
Paradoxalement, leur réle in vivo n'a
cependant été prouvé de maniéreirré-
futable, en respectant les postulats
mol éculaires de Koch (Falkow, 1988),
gue pour un nombre relativement res-
treint (toxines diphtérique, tétanique,
botulique et cholérique par exemple).
Les raisons sont multiples depuis
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I"absence de modéles in vivo jusqu’a
I’absence d’effets réels démontrés
dans les modéles disponibles, en pas-
sant par |" absence d’ effets protecteurs
des anticorps spécifiques (Rutter,
1988).

La classification des exotoxines bac-
tériennes est au moins aussi confuse
que celles des adhésines (Bonventre,
1970). La raison principale en est
I’ évolution des critéres servant a cette
classification. Le premier critére fut
clinique: le bacille deladiphtérie pro-
duit la toxine diphtérique; celui du
tétanos, la toxine tétanique; celui du
botulisme, la toxine botulique; celui
du choléra, latoxine cholérique; celui
du charbon bactéridien, latoxine char-
bonneuse; celui delamaladie del’ oe-
déme chez le porcelet, le principe de
lamaladie de |’ oedéme.

L' essor des cultures cellulaires a, non
seulement permis de mettre en évi-
dence I’ effet de nombreuses toxines,
rassemblées sous le vocable de cyto-
toxines, mais a aussi induit le foison-
nement de nouveaux noms selon la
lignée utilisée et/ou I'effet observé:
vérocytotoxines (VT), produites par
Shigella dysenteriae, Sh. spet E. coli
et actives, entre autres, sur cellules
Vero; toxines cytolétales distendantes
(«Cytolethal Distending Toxins» ou
CDT) de diverses espéces bacté-
riennes, dont E. coli, actives sur
diverses lignées cellulaires; etc.
L action des toxines sur d autres cel-
lules cibles ont permis de parler de
leucotoxines (globules blancs) et
d’hémolysines (globules rouges).

Entretemps, afin defaciliter lamiseen
évidence des toxines, des testsin vivo
ont aussi été développés, amenant de
nouvelles dénominations: I'injection
detoxinestétanique, botulique et dela
maladie de I’ oedéme a des souris se
traduisant par des signes nerveux
divers, ces toxines ont été baptisées
neurotoxines; I'injection des toxines
produites par Mibrio cholerae et par
les souches entérotoxinogénes d'E.
coli dans des anses intestinales ligatu-
rées se traduisant par |’accumulation
defluides, cestoxines ont regu le nom
d entérotoxines; I'injection de diver-
ses toxines en intradermique, dont
celles de Pasteurella multocida séro-
type D et de Bordetella bronchiseptica
responsables de la rhinite atrophique
du porcelet, se traduisant par de la
nécrose, ces toxines ont été dénom-
mées dermonécrotoxines ou toxines
dermonécrotiques; etc. La combinai-
son des résultats obtenus sur cultures
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cellulaires et in vivo permet certaines
définitions plus complétes: facteurs
cytotoxiques nécrosants («Cytotoxic
Necrotising Factors» ou CNF) d'E.
coli qui tuent diverses lignées cellu-
laires et ont un effet dermonécrosant.

Maisbien d' autres criteres de dénomi-
nation ont été utilisés au cours du
temps:

- hommage a un savant: toxine Shiga
(Stx) pour la vérocytotoxine de Sh.
dysenteriae; ce nom est maintenant
repris pour les diverses vérocyto-
toxinesd'E. coli;

- nom de la bactérie: la perfringoly-
sine de Clostridium perfringens; la
toxine pertussique de Bordetella
pertussis;

- le manque de connaissance a
I”époque de leur description : I'ex-
otoxine A de Pseudomonas aerugi-
nosa; les toxines a, 3, €, | de
Clostridium perfringens; les tox-
ines hémolytiques a, B, y, dde
Staphylococcus aureus; la toxine
Vir (= virulence) des souches sep-
ticémiques d'E. coli chez le veau et
I”agneau, maintenant identifiée ala
toxine CNF2 ; etc.

Les essais d'uniformisation les plus

récents proposent de classer les

toxines en fonction du mécanisme

d action, de la structure et de la géné-

tique, ce qui permet de définir trois

groupes principaux (tableau 1) (Freer,

1988; Robertson, 1988; Rutter, 1988;

Shewen, 1988; Salyers et Whitt,

1994 ; Krueger et Barbieri, 1995;

Tweten, 1995 ; Welch, 1995; Barbieri

et Pedersen, 2000; Salyers et Whitt,

2002):

i) le premier groupe comprend des
toxines qui interagissent avec des
récepteurs cellulaires liés aux groupes
majeurs d’ histocompatibilité: il s agit
des immunotoxines ou superanti-
genes;

ii) le deuxieme groupe comprend des
toxines a activité sur la membrane
cytoplasmique des cellules euca-
ryotes: phospholipases aaction sur les
glycérophospholipides ou sur les
sphingolipides, toxines formant des
pores membranaires des bactéries
Gram positives, aussi appel ées hémo-
lysines labiles al’ oxygéne et des bac-
téries Gram négatives, aussi appelées
cytotoxines RTX («Repeats in
ToXins»);

iii) letroisieme groupe comprend des
toxines & activité intracellulaire et a
structure dimérique (une sous-unité A

a activité toxique, pour une a 8 sous-
unités B, aactivité deliaison), synthé-
tisées soit sous forme d’ un précurseur
unique scindé ultérieurement, soit
séparément par deux geénes différents.
La sous-unité A donne naissance a la
toxine active dont les mécanismes
d’ activité reconnus jusqu’a présent
sont multiples: ADP-ribosylation
depuis le nicotinamide dinucléotide
(NAD) jusgu'a la cible, activant ou
inhibant celle-ci; hydrolyse d'un
ARN ribosomial provoquant uneinhi-
bition de la synthése protéique; inhi-
bition delalibération d' acétyl-choline
a la plague neuromotrice résultant en
une paralysie flasgue; inhibition de la
libération d'un inhibiteur de la trans-
mission de I'influx nerveux a hauteur
des synapses centrales des nerfs
moteurs. Mais, certaines de ces
toxines a activité intracellulaire sont
de structures mono- ou trimériques:
toxines monomeériques dermonécro-
tiques de Pasteurella multocida séro-
type D et de Bordetella bronchiseptica
et CNFd E. coli; toxines trimériques
charbonneuse produite par Bacillus
anthracis et cytolétales distendantes
(CDT) de diverses espéces bacté-
riennes, dont E. coli.

Cette classification ne tient cependant
pas compte des toxines peptidiques,
comme par exemple les entérotoxines
STaet STb des souches entérotoxino-
genesd E. coli.

Endotoxines des bactéries Gram
négatives

Par endotoxine, il est fait référence a
une molécule de nature lipidique
(lipide A) de la paroi (membrane
externe) des bactéries Gram négatives
qui est libérée aprés lalyse des bacté-
ries. Elle fait partie du lipopolysac-
charide (LPS) qui est également com-
posé d'un oligosaccharide (= noyau)
et d'un polysaccharide spécifique,
dont la variabilité forme la base des
antigenes somatiques ou O. Bien que
I’ endotoxine ne soit pas directement
le sujet de cette revue, son implication
possible dans certaines manifestations
cliniques lors d'infections générali-
sées mérite qu'on lui accorde
quelques lignes (Salyers et Whitt,
1994 ; Whitfield et al., 1994; Proctor
et al., 1995; Hull, 1997).

Rdle en pathologie

Les effets nocifs attribués au lipide A
sont multiples et varient en fonction
de I’espéce animale, du lieu de I'in-



Tableau | : Classification la plus récente des exotoxines bactériennes (d' aprés Salyers et Whitt, 2002)

Autres noms
Activité

Réle danslacellule
Réle chez I’ hote
Exemples

Classe |

Classe | Autres noms
Sous-classe 1
Activité
Réledanslacellule
Réles chez I hote
Exemple
Sous-classe 2
Activité
Rélesdans lacellule
Roéles chez | hote
Exemples

Classelll Autres noms
Sous-classe 1
Activité
Rélesdanslacellule

Roles chez I’ hote

Exemples

Sous-classe 2
Activité
Réledanslacellule
Réle chez I héte
Exemples
Sous-classe 3
Activité
Réle danslacellule

Role chez I’ hote
Exemples

Autre nom

Activité

Réle danslacellule
Role chez I héte
Exemple

Superantigénes ou immunotoxines

Interaction avec le complexe majeur d’ histocompatibilité I
Production de cytokines par lymphocytes T

Apparition de fiévre et choc toxique

« Toxic shock syndrome » par Staphylococcus aureus
Entérotoxine de Staphylococcus aureus

Toxines a activité membanaire

Hydrolyse des phosphoalipides de la membrane cytoplasmique
Lyse cellulaire

Gangrene, lysetissulaire, extension de I’ infection

Toxine a deClostridium perfringens

Formation de pores dans la membrane cytoplasmique
Lyse cellulaire et/ou du phagosome

Destruction des macrophages, passage transcellulaire
Hémolysines de Mannheimia haemolytica

et de Listeria monocytogenes

Toxines intra-cytoplasmiques de type A-B

ADP*ribosylation de la cible avec hyper- ou inactivation
(a) Arrét de la synthése des protéines et mort cellulaire
(b) Surproduction d AMP” cyclique
(a) Production de tissu nécrotique et de fausses membranes
(b) Hypersécrétion d' eau et d’ électrolytes et diarrhée
(a) Toxine de Corynebacterium diphteriae
(b) Entérotoxines de Vibrio cholerae et thermolabile
d’ Escherichia coli

Clivage d'un ARN ribosomial
Arrét de la synthése des protéines et mort cellulaire
?

V érocytotoxines de Shigella dysenteriae et d’ Escherichia coli

Protéolyse

Hydrolyse des synaptobrévines, constituants protéiques
des vésicules présynaptiques responsables de la libération
des neuro-transmetteurs ou inhibiteurs

Perturbation de latransmission de I’ influx nerveux moteur
Toxines de Clostridium tetani et C. botulinum

Toxines peptidiques

Interaction avec un récepteur membranaire spécifique
Activation de la production de GMF cyclique
Hypersécrétion d’ eau et d’ é ectrolytes

Entérotoxine thermostable de type a d’ Escherichia coli

a ADP = Adénine Dinucléotide Phosphate
b AMP = Adénosine Mononucl éotide Phosphate
¢ GMP = Guanosine Mononucl éotide Phosphate
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fection et de I’ espéce bactérienne (=
choc septique ou endotoxinique).
Bien que I'injection intraveineuse de
LPS permette la reproduction de ces
signes cliniques, il est difficile d’en
affirmer I"importance réelle en cli-
nique, sauf dans les cas d'infections
chroniques ou de morts bactériennes
massives avec libération brutale d’ une
grande quantité de LPS dans la circu-
lation sanguine. Les especes les plus
sensibles aux effets de I'endotoxine
sont I’homme, les équins, les porcs,
les bovins, les ovins, les caprins et les
chats. Les chiens et les lapins sont
relativement résistants.

Relation structure/activité

De nombreuses recherches au cours
de ces derniéres années ont permis de
mieux connaitre la relation struc-
ture/activité du lipide A du LPS dont
le mécanisme d'action peut se résu-
mer en un mot: immunotoxicité. Les
macrophages sont capables de lier le
lipide A isolé sur un ou plusieurs
récepteurs membranaires, apreslafor-
mation d’un complexe entre le LPS et
une «LPS-binding protein» sérique.
Suite a cette liaison, une cascade
d’ événements membranaires et cyto-
plasmiques est initiée dans le macro-
phage, cascade qui aboutit alalibéra-
tionde TNF-a, d'IL-1, d'IL-6, d'IL-8
et du «platelet-activating factor ».
Ces cytokines provoquent a leur tour
la production de prostaglandines ainsi
que I’ activation de la cascade du com-
plément et de celle de la coagulation.
Les différents intermédiaires provo-
quent I’ apparition defiévre et d’ hypo-
tension généralisée suite a I’ augmen-
tation de la perméabilité vasculaire, a
I’ effet dépresseur sur la contraction
cardiague et a la vasodilatation. Des
coagulations intravascul aires dissémi-
nées (CIVD), de I"hyperglycémie, de
la diarrhée sont aussi observées.
L’ensemble de ces phénomeénes
conduisent a la prostration, au choc,
au comaet alamort.

Mise en évidence

La mise en évidence de I’ endotoxine
peut sefairein vivo, par la production
defiévre chez le lapin aprés injection,
et in vitro, par le test de gélification
d’extraits de limule ou par un test
d' activation du complément (Levin et
al., 1970; Cooper et al., 1971;
Tomasulo et al., 1977; Meyers et al.,
1982).
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Lesfacteurs cytotoxiques
nécrosants

Si les facteurs cytotoxiques nécro-
sants (ou toxines CNF) sont aujour-
d'hui bien connues sur le plan molé-
culaire, leur rélein vivo reste toujours
un grand sujet de discussion.

Historique

Le premier acte consiste en lamise en
évidence, dans les années’' 70, en
Grande-Bretagne, d'une toxine (Vir)
codée par des génes localisés sur un
plasmide (Vir) dans des souches septi-
cémiques ovines et bovines. Certains
plasmides Vir conférent a des souches
E. coli K12 de laboratoire, dans les-
quellesils ont été transférés, des pro-
priétés de survie et d’'invasion chez
des souris et des poulets apres injec-
tion par voie parentérale (Smith,
1974, 1975; 1978).

Le deuxiéme acte commence, au
début des années 80, en Italie, par la
description d’ une cytotoxine produite
par des souches d'E. coli isolées
d enfants diarrhéques (Caprioli et al.,
1983). Cette toxine, présente dans les
extraits bactériens, provoque |’ appari-
tion de cellules géantes multinucl éées
dans diverses lignées de cellules
(CHO, Vero, HelLa, HEp-I1), ainsi que
de la nécrose apreés injection dans le
derme de lapin, et tue la souris apres
injection par voie parentérale (De
Rycke et al., 1989; De Rycke et
Plassiart, 1990). Cette toxine fut
dénommeée «Cytotoxic Necrotizing
Factor » (Caprioli et al., 1983; 1987).

Le troisieme acte débute, quelques
années plus tard, en France, par I'iso-
lement a partir de matiéres fécales de
veaux diarrhéiques d'E. coli produc-
trices d’' une cytotoxine semblable ala
toxine CNF rapportée antérieurement
(De Rycke et al., 1987). Sa cytotoxi-
cité est moins prononcée (I’ effet de
multinucl éation est moins prononcé et
les cellules sont plus allongées) et
N’ est que partiellement neutralisée par
un immunsérum dirigé contre la
toxine CNF; par contre, |’ effet nécro-
tique induit par cette nouvelle toxine
est plus marqué chez le lapin et
s exerce aussi sur la patte de la souris
aprés injection dans e coussinet plan-
taire (De Rycke et al., 1987; 1990).
L’ existence de deux toxines CNF,
CNF1 identifiée par Caprioli et colla-
borateurs (Caprioli et al., 1983;
1987), CNF2 identifiée par De Rycke
et collaborateurs (De Rycke et al.,
1987), s est dés lors imposée.

Le quatriéme et dernier acte de cette
histoire se joue, & nouveau en France,
fin des années '80/ début des années
'90 et permet d'identifier la toxine
CNF2 alatoxine Vir de Smith et col-
laborateurs (Smith, 1974; 1975;
Oswald et al., 1989; Oswald et De
Rycke, 1990). Peu de temps apres, le
nom dE. coli nécrotoxinogéne
(NTEC) est proposé par une équipe
espagnole (Blanco et al., 1993).

Description

La toxine CNF1 est une protéine
monomeérique de 115 kDa en SDS-
PAGE, qui exercealafoisleseffetsde
multinucléation et de nécrose. Sa dose
létale 50% (LD50) pour la souris
aprésinjection par voie parentérale est
de 20ng. Latoxine CNF2 est une pro-
téine monomérique de 110 kDa en
SDS-PAGE qui exerce a la fois les
effets de multinucléation et de
nécrose, y compris de la patte de la
souris. Bien que différentes, ces
toxines montrent des réactions croi-
sées partielles en immunoblot et en
neutralisation de I’ effet cytotoxique.
En effet, les séguences prédites de
1014 acides aminés sont identiques a
84% et apparentées a90% (De Rycke
et al., 1999).

Les toxines CNF sont apparentées a
deux autres toxines bactériennes a
activité dermonécrotique : celles des
souches de Pasteurella multocida
sérotype D (PMT) associées a la rhi-
nite atrophique du porcelet et de
Bordetella pertussis et Bordetella
bronchiseptica (DNT) (De Rycke et
al., 1999; Horiguchi, 2001). Plus
récemment, des toxines CNF-like pro-
duite par Mibrio fischeri et Yersinia
pseudotuberculosis ont été décrites
ains que des ségquences cnf-like dans
Yersinia pestis, élargissant ains cette
famille de toxines (Lin et al., 1998;
Lockman et al., 2002).

Rdle en pathologie

Aucun réle ne peut formellement étre
attribué aux toxines CNF aujourd’ hui,
méme si diverses expériences ont été
effectuées in vivo chez diverses
especes animales. Si latoxine CNF1 a
été rapidement impliquée dans le
développement de troubles nerveux
suite a des oedémes et hémorragies
cérébraux, et digestifs avec diarrhée
muqueuse, aprés inoculation intravei-
neuse a des agneaux (De Rycke et
Plassiart, 1990), les résultats obtenus
avec des souches NTEC et leurs
mutants ne sont pas aussi probants.



Deux souches NTEC1 provoquent de
I’entérite et de I’ entérocolite chez des
porcelets nouveau-nés, aprés inocula-
tion expérimentale, causant une diar-
rhée sanguinolente, une bactériémie
avec localisation aux poumons et une
mortalité relativement élevée (Wray et
al., 1993). Récemment, une bactérié-
mie avec localisation aux poumons a
été reproduite chez des porcelets axé-
niques, mais sans entérite, ni diarrhée,
tandis que des porcelets convention-
nels s'avéraient moins sensibles
(Clément, 1997; Fournout et al.,
2000). Cependant, aucun réle pour la
toxine CNF1 n'a pu étre clairement
démontré, puisque les souches
mutantes alléliques dans le gene cnfl
produisent les mémes effets (Fournout
et al., 2000). Des résultats similaires
ont été obtenus dans un modéle de
reproduction expérimentale de diar-
rhée chez le lapin au moyen de
souches NTEC1 sauvages et de leurs
mutants alléliques (Elliott et al.,
1998). Dans le modéle murin d’infec-
tion urinaire ascendante, la comparai-
son de la virulence de souches uropa-
thogenes humaines NTEC1 mutées
dans le géne cnfl et de celle des
souches sauvages a aussi donné des
résultats peu probants, voire contra-
dictoires (Johnson et al., 2000;
Rippere-Lampe et al., 2001).

En ce qui concerne les souches
NTEC2 et latoxine CNF2, un modéle
expérimental a permislareproduction
de diarrhée et de bactériémie chez des
veaux nouveau-nés, avec localisation
dans divers organes internes, dont les
poumons (Van Bost et Mainil, 1999 ;
Van Bost et al., 2001). Les mémes
expériences avec des mutants allé-
liques dans e géne cnf2 indiquent que
la toxine CNF2 jouerait un réle dans
|" apparition de diarrhée (Van Bost et
al., 2003). Cette possible activité diar-
rhéogéne de la toxine CNF2 pourrait
étre reliée a I'activité entérotoxique
détectée en anses intestinales ligatu-
rées (Gyles, 1994).

L’ élucidation du réle in vivo des
toxines CNF viendra peut-étre de la
connaissance de leur activité in vitro
sur cellules en culture. Les toxines
CNF activent de maniére permanente,
par déamidation d’'un résidu Gluta-
mine, certains membres (Rho, Rac,
Cdc42 et G25K) d'une famille de
GTPases, appelée Rho, qui régissent
la physiologie du cytosquelette
(Oswald et al., 1994b ; Flatau et al.,
1997; Schmidt et al., 1997 ; De Rycke
et al.,, 1999; Lerm et al., 1999;

Sugai et al., 1999; Boquet, 2001;
Horiguchi, 2001). Les conséquences
dans les cellules Vero, Hel.a, HEp-1I
et autres (cellules vésicales, endothé-
liales et intestinales) en culture, de
cette activation sont, entre autres, une
réorganisation des fibres d'actine en
longs et épais filaments appel és fibres
de stress, une apparition de replis
membranaires, une activation de la
synthésed’ ADN et une stimulation de
cellules au repos a entrer en phase S
du cycle cellulaire de la mitose (De
Rycke et al., 1999; Boquet, 2001;
Horiguchi, 2001). La mort cellulaire
par apoptose s ensuit (De Ryckeet al.,
1996 ; Mills et al., 2000). Une aug-
mentation de la perméabilité de
monocouches cellulaires d’origine
intestinale a aussi été remarquée; elle
pourrait étre a I’ origine des diarrhées
obervées in vivo (Gerhard et al.,
1998). L'induction de cytokines pro-
inflammatoires pourrait aussi jouer un
role dans I’ apparition de diarrhée in
vivo (Falzano et al., 2003).
Cependant, les résultats publiés peu-
vent étre contradictoires et la compa-
raison des effets cytotoxiques des
souches NTEC1 sauvages et de leurs
mutants sur cellules en culture donne
souvent des résultats peu convain-
cants et difficiles a interpréter (De
Rycke et al., 1999; Boquet, 2001;
Horiguchi, 2001). Ces divergences
peuvent trouver leur origine dans le
réle central que jouent lesmembresde
la famille Rho dans le métabolisme
cellulaire (Ridley, 1996). Il reste donc
beaucoup d’ études a réaliser avant de
comprendre les effets de CNF1 et
CNF2 sur les cellules et de transposer
cesrésultatsin vivo.

Ces activités intracel lulaires de réor-
ganisation du cytosguel ette, de forma-
tion de fibres de stress et d’ apparition
de replis membranaires seraient a
I’ origine de I’ acquisition de capacités
de phagocytose de particules de latex,
de corps apoptotiques ou de bactéries
non invasives par ces cellules en cul-
ture aprés 48 heures d’exposition
(Donnenberg et Welch, 1996; De
Rycke et al., 1999; Boquet, 2001;
Horiguchi, 2001; Travaglione et al.,
2002). Inversément, des mutants allé-
liques dans le gene cnfl résistent
mieux a la phagocytose par des neu-
trophiles in vitro par rapport a la
souche sauvage (Rippere-Lampe et
al., 2001). L’ acquisition de cette capa-
cité de phagocytose permettrait I'en-
trée des souches NTEC, par exemple
dans les entérocytes, et, aprés multi-

plication et transcytose, |’ envahisse-
ment de |’ organisme. Par la suite, les
toxines CNF pourraient faciliter le
franchissement des endothéliums vas-
culaires et favoriser I’ envahissement
des organes internes, comme dans les
problémes de méningites. Cependant,
il Ny aaucune évidence actuellement
de telles activités in vivo, ni dans le
tractus digestif, ni dans le tractus uri-
naire, ni a hauteur du systéme nerveux
central (Donnenberg et Welch, 1996;
DeRyckeet al., 1999; Boquet, 2001).

Déterminisme génétique

Lestoxines CNF1 et CNF2 sont, cha-
cune, codées par un géne de structure
dont le G+C% est de 35% aors que
celui d'E. coli oscille entre 48 et
52%, ce qui signe probablement leur
origine étrangere. Le gene cnfl est
localisé sur un Tlot de pathogénicité
chromosomique (Pai-5), a coté de
genes codant pour des adhésines fim-
briaires de la famille P (prs) et pour
une hémolysinea (hly). A I’ opposg, le
gene cnf2 est localisé sur un plasmide
transférable de type F-like et de haut
poids moléculaire, qui a été identifié
au plasmide Vir, en compagnie
d autres génes codant pour des adhé-
sines F17 (= adhésine Vir), pour une
aérobactine et/ou pour la résistance a
I’ activité bactéricide du complément
(Smith, 1974; Oswald et al., 1989;
Falbo et al., 1992 ; Oswald et al.,
1994a; 1994b; De Ryckeet al., 1999;
Dozois et Curtiss, 1999; Boquet,
2001 ; Horiguchi, 2001). L' homologie
des séquences des génes cnfl et cnf2
est de 85,7% (Oswald et al., 1994b).
Les études sur cellules en culture ont
montré que les toxines CNF, qui ne
possedent pas de peptide signal, ne
sont pas présentes dans les surna-
geants de culture, mais seulement
dans des extraits bactériens. Les
mémes études ont cependant confirmé
gu’au contact de cellules eucaryotes,
les toxines CNF sont internalisées
dans ces cellules eucaryotes (De
Ryckeet al., 1999). Maisleur systéme
de sécrétion reste inconnu (Horiguchi,
2001).

La séquence de la toxine CNF1 peut
étre divisée en trois domaines: le pre-
mier qui S étend desacidesaminés 1 a
190 comprend le domaine de liaison a
la cellule eucaryote; le deuxieme qui
s étend des acides aminés 191 a 720
correspond a des régions a forte
hydrophobicité et pourrait représenter
un domaine pour |e franchissement de
lamembrane de la vésicule d’ endocy-
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tose; le troisieme domaine, allant des
acides aminés 721 41014, est respon-
sable des fonctions catalytiques, et
donc cytotoxiques de la protéine (De
Rycke et al., 1999; Fabbri et al.,
1999; Boquet, 2001; Horiguchi,
2001). Latoxine CNF1 entre dans la
cellule eucaryote par endocytose,
apres liaison a un récepteur non iden-
tifié et probablement ubiquiste vu le
grand spectre cellulaire delatoxine, et
son domaine catalytique est ensuite
libéré dans le cytoplasme, sans qu’un
site de clivage ait pu étre mis en évi-
dence a ce jour (Boquet, 2001;
Horiguchi, 2001). La relation struc-
ture/activité de CNF2 est similaire
trés probablement, comme le sont
celles des toxines dermonécrotiques
de Pasteurella multocida et de
Bordetella bronchiseptica (De Rycke
et al., 1999; Boquet, 2001;
Horiguchi, 2001).

L’ expression du gene cnfl est soumise
a des régulations aux niveaux trans-
criptionnel et traductionnel. La régu-
lation transcriptionnel dépend de la
transcription de I’ opéron hlyCABD
qui code pour I’'hémolysine a et
auquel le géne cnfl est étroitement
associé sur I'flot de pathogénicité Pai
V (Landraud et al., 2003). Lesrégula-
tions traductionnelles dépendent des
codons 6 a 20 (contréle positif) et 45 a
48 (contréle négatif) de la séquence
du gene cnfl lui-méme (Fabbri et al.,
1999). La régulation de I'expression
du géne cnf2 n’a pas été étudiée a ce
jour.

Mise en évidence

La production des toxines CNF1 ou
CNF2 est recherchée par la mise en
évidence, a partir d’'extraits bacté-
riens, de cytotoxicité avec neutralisa-
tion spécifique (Caprioli et al., 1983;
De Rycke et al., 1987; 1990), dermo-
nécrotiques chez I'animal (De Rycke
et al.,, 1989; 1990), ou ELISA
(Tabouret et De Rycke, 1990; Oswald
et al., 1994c). Des tests géenétiques au
moyen de sondes ou de PCR existent
aussi (Falbo et al., 1993; Oswald et
al., 1994a; Mainil et al., 1997; 2001).

L estoxines cytolétales distendantes

A l'instar destoxines CNF, lestoxines
cytolétales distendantes (CDT) sont
également bien caractérisées sur le
plan moléculaire, alorsqueleur rélein
Vivo reste énigmatique.
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Historique

Les toxines CDT furent décrites pour
la premiére fois a la fin des années
'80, suiteal’ observation d’ une disten-
sion progressive de cellules Hel a,
HEp-I1 et CHO en culture, suivied'un
effet cytotoxique létal (d'ou le nom
«Cytolethal Distending Toxins», ou
CLDT, ou CDT), aprés uneincubation
de 4 a5 jours en présence de surna-
geants de cultures de diverses souches
d’ E. coli d origine humaine et por-
cine, de Sh. dysenteriaetype 2, de Sh.
boydii ou de Campylobacter spp
(Johnson et Lior, 1987a; 1987b;
1988a; 1988b). Des propriétés simi-
laires furent ensuite observées avec
les surnageants de cultures
d’' Haemophilus ducreyi (Cope et al.,
1997), d'Actinobacillus actinomyce-
temcomitans (Suga et al., 1998) et
d’'Helicobacter sp. (Chien et al.,
2000; Young et al., 2000; Kostia et
al., 2003). Des variants des premieres
toxines CDT produites par E. coli ont
aussi été décrites par la suite dans la
classe des souches nécrotoxinogenes
d origine humaine et animale et dans
celle des souches entérohémorra-
giques du sérogroupe 0157 (Péres et
al., 1997; De Rycke et al., 1999; De
Rycke et Oswald, 2001 ; Janka et al.,
2003; Toth et al., 2003).

Description

Les toxines CDT forment en fait une
famille comprenant de multiples
membres dont |es sept suivants ont été
formellement identifiés jusqu’'a pré-
sent, aprés clonage de leurs genes:
CDT-I, CDT-1I, CDT-11l et CDT-IV
produites par E. coli (Pickett et al.,
1994; Scott et Kaper, 1994 ; Pérés et
al., 1997; De Rycke et al., 1999;
Pickett et Whitehouse, 1999; Toth et
al., 2003); CDT-s produite par Sh.
dysenteriae (Okuda et al., 1995);
CDT-c produite par Campylobacter
jejuni (Pickett et al., 1996) ; et CDT-h
produite par Haemophilus ducreyi
(Cope et al., 1997). Seuls les variants
CDT-111 et CDT-1V sont produits par
des souchesNTEC (Péreset al., 1997;
De Rycke et al., 1999; Toth et al.,
2000a; 2000b ; De Rycke et Oswald,
2001; Clark et al., 2002; Toth et al.,
2003).

L’ activité des CDT requiert la produc-
tion et |’ assemblage de trois protéines,
CDTA, CDTB et CDTC, dont les
poids moléculaires en SDS-PAGE
sont respectivement de 27 kDa, 30
kDa et 20 kDa (Comayras et al.,
1997). Pour tous les auteurs, la sous-

unité B est le principe actif et possede
une activité enzymatique de type
désoxyribonucléase. Pour la plupart
des auteurs, la sous-unité C intervient
dans laliaison au récepteur cellulaire,
qui est suivie d'une endocytose cla
thrine-dépendente de la sous-unité B
et le réle de la sous-unité A est peu
compris (modification des sous-unités
B et/ou C pour les activer ?) (Cortes-
Bratti et al., 2000 ; Denget al., 2001;
De Rycke et Oswald, 2001 ; Elwell et
al., 2001; Lara-Tejero et Galan, 2001;
Frisan et al., 2002). Par contre, cer-
tains auteurs attribuent le role de liai-
son au récepteur a la sous-unité A et
un réle dans la cytotoxicité de CDT a
lasous-unité C, en conjonction avec la
sous-unité B (Frisk et al., 2001 ; Mao
et Di Rienzo, 2002). Ces divergences
peuvent provenir de |’ éude de toxines
CDT différentes sur des modéles cel-
lulaires différents.

Les comparaisons des séquences
déduites en acides aminés des trois
sous-unités de CDT-1, CDT-1I, CDT-
[11, CDT-s et CDT-c montrent des
identités entre 22% et 93% et des
similarités entre 48% et 96%. Les
toxines CDT ne montrent cependant
aucune homologie significative avec
d autres séquences protéiques bacté-
riennes présentes dans les banques de
données (Pérés et al., 1997; Oswald,
communication personnelle). Par
contre, des homologies de séguence,
de structure et de fonction ont été
trouvées avec |I'enzyme DNase | des
cellules de mammiféres (Elwell et
Dreyfus, 2000; Lara-Tejero et Galan,
2000; Frisk et al., 2001).

Role en pathologie

Lessouchesd E. coli productrices de
toxines CDT sont associées a des
troubles intestinaux et extra-intesti-
naux chez I’homme et les animaux
domestiques. Celles productrices des
toxines CDT-1 et CDT-1I sont essen-
tiellement isolées chez I"’homme et
peuvent posséder d autres propriétés
pathogénes, comme la production de
|ésions d' attachement et d’ effacement
ou de toxines shiga. Celles produc-
trices des toxines CDT-I1I et CDT-1V
sont des souches NTEC2 et NTEC1,
respectivement, isolées d humains et
d’ animaux (Nataro et Kaper, 1998;
De Rycke et al., 1999; Okeke et al.,
2000; Toth et al., 2000a; 2000b;
Ghilardi et al., 2001; Clark et al.,
2002; da Silva et da Silva Leite,
2002; Starcic et al., 2002; Janka et
al., 2003; Toth et al., 2003).



Comme pour lestoxines CNF, lacom-
préhension du réle des toxines CDT
pourrait venir de la connaissance de
leurs mécanismes moléculaires d ac-
tion sur des cultures cellulaires. Pour
rappel, les activités des toxines CNF
sur des cellules en culture (HeLa ou
HEp-I1) sont |" apparition de fibres de
stress, |'activation de la synthése
d’ADN et lastimulation de cellules au
repos a entrer en phase S de la mitose
provoquant I’ apparition de cellules
géantes multinucléées (De Rycke et
al., 1999). Sur cesmémes cellules, qui
sont non différenciées et se divisent
trés activement, les toxines CDT pro-
voguent un blocage du cyclecellulaire
et de la division du noyau entre la
phase G2 et la phase M de la mitose,
provoquant I’ apparition de cellules
géantes mononucléées. Ces cellules
entrent en apoptose apres 4 a 5 jours.
Par contre, sur des cellules LLC-PK1
différenciées, polarisées et qui ne se
divisent plus, lestoxines CDT, seules,
n’ont aucun effet (Aragon et al.,
1997; Péréset al., 1997; Cortes-Bratti
et al., 1999; De Rycke et al., 1999;
De Rycke et Oswald, 2001 ; Frisan et
al., 2002).

Sur le plan moléculaire, I'action des
toxines CDT provoque |I’accumula-
tion de laforme phosphoryléeinactive
d’'un régulateur du cycle cellulaire,
cdc2. Cette accumulation serait la
conséguence de |’action désoxyribo-
nucléase de la sous-unité B des
toxines CDT. En effet, les dommages
al’ ADN sont détectés par lamachine-
rie du « DNA damage checkpoint» qui
arréte de cette maniére le processus de
lamitose et induit par la suite latrans-
cription de génesréparateurs (Elledge,
1996; Comayras et al., 1997; Paulo-
vitch et al., 1997; Frisan et al., 2002).

Lorsque des souches nécrotoxino-
génes (NTECL/NTEC2) produisant
les toxines CNF1/CNF2 et CDT-
IV/CDT-III, respectivement, sont
mises en présence de cellules Hel g,
des cellules géantes contenant des
fibres de stress et mononucl éées appa-
raissent apres une phase initiale d’ ad-
hérence (De Rycke et al., 1996 ; Pérés
et al., 1997). Si la méme culture de
souches NTEC2 est mise en présence
descellules LLC-PK 1 différenciées et
au repos, les mémes types de cellules
géantes apparaissent alors que, seule,
la toxine CDT-III était inactive (De
Rycke et al., 1999; De Rycke et
Oswald, 2001). Il apparéit donc que
les toxines CNF et CDT agissent de
maniére synergique sur cellules LLC-

PK1: les toxines CNF, de par leur
activité mitogéne, réactivent le cycle
de ces cellules au repos et les font
entrer en phase S du cycle au cours
duquel elles sont bloquées alatransi-
tion G2/M par les toxines CDT,
comme le sont les cellules HeLa en
présence des toxines CDT seules (De
Rycke et al., 1999; De Rycke et
Oswald, 2001). Ces modifications
sont suivies de mort cellulaire par
apoptose apres 4 a 5 jours d'incuba
tion (De Rycke et al., 1996).

Si ces actions sur le cycle céllulaire
s avéraient transposablesin vivo, elles
pourraient s appliquer a hauteur des
épithéliums, comme celui de I'intes-
tin, d’une part sur les cellules qui sont
actives (action de CDT seule sur le
cycle cellulaire, action de CNF sur le
cytosquelette) et d'autre part sur
celles qui sont au repos (action syner-
gique de CNF et CDT sur le cycle
cellulaire, action de CNF sur le cytos-
quelette). Ces perturbations et modifi-
cations pourraient inhiber le cycle de
renouvellement cellulaire et provo-
quer des altérations fonctionnelles
avec, comme conséquences poten-
tielles, le prolongement de la coloni-
sation et |e franchissement plus facile
des muqueuses affaiblies, pour provo-
guer une bactériémie ou septicémie
(De Rycke et al., 1999; Pickett et
Whitehouse, 1999; De Rycke et
Oswald, 2001).

A I'appui de cette hypothese, citons
I’ obtention d’'une réponse inflamma-
toire muqueuse et sous-mugqueuse
apres injection de surnageants de cul-
ture dans I’iléon de lapins et de rats
(Johnson et Lior, 1988b; Bouzari et
al., 1992), ainsi que celle d'une
réponse diarrhéogéne et de nécrose
tissulaire suivie d’ hyperplasie régéné-
rative dans le colon descendant de
souriceaux apres inoculation intragas-
trique (Okuda et al., 1997). Dans un
modéle similaire chez la souris, la
toxine CDT de Campylobacter jejuni
parait auss jouer un role dans le fran-
chissement de la muqueuse intestinale
et l'invasion des organes internes
(Purdy et al., 2000). Notons cepen-
dant que, dans un modéle expérimen-
tal d'infection par voie orde chez le
veau nouveau-né, ni la toxine CDT-
[, ni la toxine CNF2 ne semblent
jouer der6le direct dans le franchisse-
ment de la muqueuse intestinale ou
dans le développement de la bactérié-
mie (Van Bost et al., 2003).

Déterminisme génétique

Les toxines CDT d' E. coli et des
autres especes bactériennes sont
codées par trois genes adjacents, voire
méme se recouvrant |égerement (4
nucléotides entre cdtA et cdtB), for-
mant un opéron. Ces génes sont a
localisation chromosomique pour cdt-
[, cdt-11, cdt-1V, cdt-s et cdt-c (Pickett
et al., 1994; Scott et Kaper, 1994;
Okuda et al., 1995; Pickett et al.,
1996; Toth et al., 2003 ; Oswald, com-
munication personnelle) et plasmi-
dique pour cdt-11l (plasmide CNF2/
Vir) (Péres et al., 1997). Les génes
cdt-111 pourraient former un ilot de
pathogénicité sur le plasmide Vir, car
ils sont présents en méme temps que
les génes cnf2 et f17b sur un fragment
de restriction Sall de 40 kbases
(Péréset al., 1997).

Les génes cdt montrent un G+C%
relativement bas (38 a 45% pour cdt-
[11), par rapport aE. coli, témoignant,
comme pour les genes cnf, d'une ori-
gine étrangere (Péres et al., 1997).
Peut-étre s agit-il de I’ancétre com-
mun avec le géne qui code pour la
DNase | des cellules de mammiféres?
L es homologies de séquences nucléo-
tidiques sont élevées entre les génes
cdtB-1 et cdtB-1V (environ 85%) et
entre cdtB-11 et cdtB-111 (>90%), mais
ne dépassent pas 60% entre ces deux
paires de génes (Oswald, communica
tion personnelle). De maniére géné-
rale, le plus haut degré d’homologie
entre les genes des différentes toxines
CDT se retrouve a hauteur des genes
cdtB (Frisan et al., 2002). Contrai-
rement aux toxines CNF, lestrois pro-
téines CDTA, CDTB et CDTC posse-
dent un peptide signal a I’ extrémité
amino-terminale (Pickett et al., 1994;
Péres et al., 1997) qui leur permet
d’ étre sécrétées dans le surnageant de
culture, sans s accumuler dans e péri-
plasme.

Mise en évidence

Une activité toxique CDT peut étre
mise en évidence par des tests sur cel-
lules HelLa, HEp-1l ou CHO en cul-
ture. Ces dernieres ont un avantage,
car elles sont insensibles aux toxines
Vero, qui peuvent aussi étre produites
par certaines souches synthétisant
CDT-l ou CDT-lI (Gyles, 1994). Mais
la différenciation entre les quatre
types detoxines CDT produites par E.
coli ne peut se faire que par des tests
génétiques de PCR avec des primers
de famille ou spécifiques des variants
et d’ hybridation sur colonies avec des
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sondes génétiques (Ghilardi et al.,
2001; Clark et al., 2002; da Silva et
da Silva Leite, 2002; Starcic et al.,
2002; Mainil et al., 2003; Toth et al.,
2003). Le seul test ELISA existant a
ce jour est spécifique de la toxine
CDT-c («Receptor-based ELISA»)
(Bag et al., 1993).

L estoxines hémolytiques

Les hémolysines bactériennes sont
certainement les toxines les plus
aisées a mettre en évidence, puisqu’il
suffit d’une culture sur une gélose au
sang pour en observer les effets. Des
différences peuvent cependant étre
observées en fonction de I’ origine des
érythrocytes.

Historique

La premiére description rapportée
dans la littérature de la production
d’ une hémolysine par E. coli remonte
au début du 20e siecle (Kayser, 1903).
Cette hémolysine, qui est sécrétée
dans le surnageant de culture, fut par
la suite, associée aux souches d'E.
coli isolées d'infections extra—intesti-
nales (septicémie, infections du trac-
tus urinaire, méningite), intestinales
(diarrhée du porcelet) et entérotoxé-
mique (maladie de |’ cadéme du porce-
let) (Gyles, 1994; Ludwig et Goebel,
1997). Dans la seconde moitié du 20¢
siecle, il devint évident que plusieurs
hémolysines peuvent étre produites
par E. coli. Smith (1963) identifie
une hémolysine non sécrétée dans le
surnageant de culture. Il la dénomme
hémolysine B (HIyB) et baptise
I"hémolysine sécrétée, hémolysine a
(Hlya). Deux autres hémolysines
(Hlyy et ClyA) ont été identifiées dans
des souches K-12 de laboratoire
(Walton et Smith, 1969; Ludwig et
al., 1995; Donnenberg et Welch,
1996; Uhlin et al., 2000).

Enfin, différentes hémolysines, pro-
duites au départ par des souches enté-
rohémorragiques d'E. coli (EHEC)
appartenant aux sérogroupes 0157,
026 et O111 essentiellement, ont été
décrites depuis une quinzaine d’ an-
nées (Beutin, 2000) et se distinguent
par une activité uniquement sur glo-
bules rouges lavés. Ces derniéeres
hémolysines qui forment aussi un
groupe hétérogéne ont recu le nom
générique d’entéro-hémolysines vu
leur production par des souches essen-
tiellement associées a des troubles
intestinaux: Ehly-1, Ehly-2, EHEC-
hly (ou Ehx) (Ludwig et Goebel,
1997; Beutin, 2000).
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Description

Les connaissances sur les hémoly-
sines d'E. coli sont inégales. Les
mieux connues sont Hlya et Ehx et,
dans une moindre mesure, HIyB. Les
connaissances sur les autres hémoly-
sines sont encore trés incomplétes
(Gyles, 1994; Ludwig et Goebel,
1997). Par sa structure, son méca-
nisme d'action et sa génétique Hlya
est un membre de la grande famille
phylogénétique RTX de protéines
(Welch, 1995), qui comprend aussi
des hémolysines d’ autres especes bac-
tériennes (Actinobacillus pleuro-
pneumoniae, Moraxella bovis,
Mannheimia haemolytica). Ces pro-
téines RTX partagent les propriétés
suivantes:

i) la séguence aminoterminale de la
protéine A ne comprend pas de
séquence signal ;

ii) la séquence carboxyterminale de la
protéine A signe ladestination finale;
iii) lasécrétion est sous la dépendance
de I"hydrolyse d’ ATP par la protéine
B et d’ un systéme de sécrétion de type
| avec la formation d'un cana par la
protéine D et |a protéine de membrane
externe Tol C chez E. coli ;

iv) laprotéine active A ne s accumule
pas dans |e cytoplasme ;

v) la séquence des protéines A
comprend des répétitions en tandem
de neuf acides aminés prés de I’ extré-
mité aminoterminale («Repeats in
ToXins» = RTX).

Hlya-A est une protéine de 107 kDa,
partiellement sensible a la chaleur
(Jorgensen et al., 1976). Avant la
sécrétion dans le milieu extérieur,
Hlya-A doit étre activée par acylation
avec des acides gras en C12 a C18
(I’acide myristique en C14 est le plus
actif), sous |’action de la protéine
Hlya-C (18-20 kDa) et par liaison au
calcium. L’action toxique de Hlya
consiste en la formation de pores a
I"intérieur de la membrane cytoplas-
mique de cellules eucaryotes, érythro-
cytes et autres, d'origine humaine et
animale (mammiféres). En milieu
hypotonique, I’ effet toxique se traduit
par une augmentation du volume cel-
lulaire et la lyse osmotique des cel-
lules. Les protéines Hlya-A produites
par des souches d'E. coli d origines
diverses peuvent présenter certaines
différences de séquences, tandis que
les protéines Hlyo-B et D sont tres
proches (Shewen, 1988 ; Gyles, 1994 ;
Donnenberg et Welch, 1996; Ludwig
et Goebel, 1997).

Ehx est trés proche de Hlya et montre
un spectre de cibles cellulaires com-
parable acelui de Hlya. Il s agit aussi
d'une toxine RTX partiellement ther-
molabile et exigeant du calcium pour
exercer son activité. Cependant,
contrairement a Hlya, Ehx n'est pas
sécrétée dans le milieu extérieur et
reste attachée a la cellule bactérienne,
bien qu’un appareil de sécrétion com-
plet comprenant les protéines Ehx-B
et Ehx-D ait été décrit. Lasécrétion de
Ehx est rétablie si les protéines
Ehlya-B et Ehlya-D sont fournies en
trans (Bauer et Welch, 1996; Ludwig
et Goebel, 1997).

HIy[ est beaucoup moins caractérisée.
Elle n'est pas sécrétée par les bacté-
ries et il a été suggéré au déebut qu'il
s'agissait d'une forme de Hlya qui
reste attachée ala cellule bactérienne,
peut-étre suite & des mutations dans
I’ opéron hly (Shewen, 1988; Ludwig
et Goebel, 1997). Il avait aussi été
montré que la délétion de la séquence
qui code pour les 37 acides aminés
carboxyterminaux de Hlya-A ne
modifie pas son activité hémolytique,
mais prévient sa sécrétion dans le
milieu extérieur. L’ absence de neutra-
lisation de I’ activité de Hlyp par des
anticorps dirigés contre Hlya et
I’ existence de souches d’E. coli pro-
duisant Hlya et HIyB alaient cepen-
dant & I’encontre de cette hypothése
(Smith, 1963). Des changements
conformationnels dans les hémoly-
sines sécrétées ou non et des diffé
rences quantitatives dans la sécrétion,
selon le taux de production, pourraient
toutefois expliquer ces résultats
(Rennie et Arbuthnott, 1974;
Donnenberg et Welch, 1996). Les
résultats de tests génétiques montrent
cependant |’ absence de relation entre
Hlya et Hlyp (Welch et al., 1983), ce
qui a récemment été confirmée apres
clonage des genes qui codent pour
HIyB (Stopik et al., 2000). Ces résul-
tats n’excluent cependant pas I’ exis-
tence d’autres HIy[, qui correspon-
draient a la définition phénotypique
initiae (Smith, 1963).

Role en pathologie

Les souches d'E. coli productrices
d Hlya représentent environ 50% de
toutes les souchesisolées d’infections
extra-intestinales chez I’homme
(Gyles, 1994; Donnenberg et Welch,
1996; Ludwig et Goebel, 1997) et il a
donc été proposé depuis longtemps
que cette toxine soit un facteur impor-
tant de virulence in vivo. Des expé-



riences dans des modéles animaux
(rats, souris) avec des mutants défi-
cients pour laproduction d Hlya et/ou
avec des clones recombinants ayant
recu les génes codant pour Hlya ont
en effet permis de montrer que les
souches capables de produire cette
toxine sont plus virulentes que leurs
équivalentes ayant perdu ou n’ayant
pas acquis cette capacité (Gyles,
1994; Donnenberg et Welch, 1996;
Ludwig et Goebel, 1997). Ajoutons
gue des anticorps spécifiques sont
produits lors de ces infections généra-
listes (Mac Laren, 1997), mais leur
action protectrice n'a pas, a notre
connaissance, été évaluée.
Cependant, I'effet de Hlya reste
hypothétique. 1l pourrait s'agir d'un
effet lytique sur les globules rouges et
globules blancs, ou d un effet toxique
sur diverses cellules a dose subhémo-
lytique (cellules rénales, macro-
phages, lymphocytes, polynucléaires,
cellules endothéliales). A faibles
doses, il aaussi été suggéré que Hlya
intervienne dans le dével oppement du
syndrome de détresse respiratoire
aigué qui accompagne les infections
généralisées chez I'homme par stimu-
lation de la réaction inflammatoire.
Cet effet pourrait étre la conséquence
de I’augmentation de la production
d'interleukine-1 et de «Tumor
Necrosis Factor », comme démontré
in vivo chez la souris (Ludwig et
Goebel, 1997; Mac Laren, 1997;
Koronakis et Hughes, 2002).

Nombre de souches animales respon-
sables d'infections extra-intestinales
produisent aussi Hlya et il est pro-
bable que son role, sous réserve de
confirmation, soit semblable, voire
identique, a celui de I'Hlya des
souches humaines (Beutin, 1999 ; De
Rycke et al., 1999). Le probléme est
plus particulier pour les infections
intestinales a souches productrices
d’ Hlya, particuliérement représentées
dans les souches entérotoxinogenes et
vérotoxinogenes porcines F4+ (K88+)
et F18+ (Gyles, 1994; Ludwig et
Goebel, 1997 ; Mainil, 1999 ; Nagy et
Fekete, 1999).

De méme, le role des entérohémoly-
sines reste sujet a spéculation, méme
si leur association a certains séro-
groupes de souches entérohémorra-
giques et vérotoxinogenes (EHEC et
VTEC) est trés élevée (Nataro et
Kaper, 1998 ; Beutin, 2000). Quant
aux autres hémolysines produites par
des souches extra-intestinales, elles
n'ont jamais été suffisamment étu-

diées pour que |’ on puisse sefaire une
idée de leur role éventuel.

Déterminisme génétique

Hlya est codée par un opéron (hly)
dont la structure et I’ organisation sont
typiques de celles des opérons qui
codent pour des toxines RTX sécré-
tées par un systéme de type | (Gyles,
1994; Welch, 1995; Donnenberg et
Welch, 1996; Ludwig et Goebel,
1997). Cet opéron est formé de quatre
genes dénommeés hlyC, hlyA, hlyB et
hlyD codant respectivement pour une
acylase, la protéine de structure, une
hydrolase et un tunnel d’excrétion
(Gyles, 1994; Welch, 1995; Donnen-
berg et Welch, 1996; Ludwig et
Goebel, 1997). Cet opéron possede
des propriétés (G+C% = 39%, usage
préférentiel des codons) qui signent
son origine étrangere au génome d'E.
coli, comme pour les génes cnf et cdt.
Les opérons hly présents dans des
souches d'E. coli atropisme différent
d' héte et de tissu montrent des régions
de forte homologie, surtout a hauteur
des génes hlyB et hlyD, ce qui
témoigne d’ une origine commune. La
dissémination de cet opéron peut étre
liée a sa présence sur des plasmides
dans certaines souches (Shewen,
1988; Gyles, 1994).

Il est ainsi bien connu que les opérons
hly sont essentiellement localisés sur
des plasmides dans les souches por-
cines et canines, tandis qu'ils le sont
sur le chromosome bactérien dans les
souches humaines et dans les autres
souches animales (Shewen, 1988;
Gyles, 1994; Ludwig et Goebel,
1997; Mainil, 1999; Nagy et Fekete,
1999; De Rycke et al., 1999; Beutin,
1999). Sur le chromosome bactérien,
ces opérons hly font souvent partie
d'ilots de pathogénicité (Pais), seuls
ou en compagnie des genes pap/prs
et/ou cnfl. Une méme souche peut
renfermer deux copies del’ opéron hly
localisées sur des Pais différents: Pai-
1 et Pai-2 de la souche 536; Pai-4 et
Pai-5 de la souche J96, par exemple
(Dozois et Curtiss, 1999; Hacker et
Kaper, 2000).

L’ opéron ehx qui code pour Ehx est un
variant de celui qui code pour Hlya,
comme |’ atteste les possibilités de
complémentation en trans des genes
ehxB et ehxD par les génes hlyB et
hlyD. De plus, le géne ehxA montre
60 % d’homologie avec le gene hlya
(Bauer et Welch, 1996). L es génes qui
codent pour Ehx sont a localisation
plasmidique (Beutin, 2000). Les

déterminismes génétiques des autres
hémolysines n'ont été que partielle-
ment identifiés. Par exemple, les
génes qui codent pour les entérohé-
molysines Ehly-1 et Ehly-2 sont loca-
lisés sur des phages (Gyles, 1994;
Beutin, 2000). Des génes codant pour
HIyB ont aussi éé récemment clonés
(Stopik et al., 2000).

L' expression de I’ opéron hly, et pro-
bablement de I’ opéron ehx, est sou-
mise a des régulations génétique,
transcriptionnelle et post-transcrip-
tionnelle, selon les conditions exté-
rieures en fer, température, atmo-
sphéere (Ludwig et Goebel, 1997;
Harel et Martin, 1999). Ces régula-
tions sont probablement al’ origine de
I’existence de souches qui possedent
les opérons hly ou ehx, mais n’ expri-
ment pas touj ours |e phénotype hémo-
lytique in vitro.

Mise en évidence

Les tests les plus simples pour mettre
en évidence la production d'une
hémolysine ou d'une entérohémoly-
sine sont les cultures sur géloses au
sang de mouton ou au sang lavé de
mouton, respectivement (Smith,
1963; Beutin et al., 1988; 1989).
L'hémolyse produite par Hlya est
large sur les deux types de géloses,
puisque la toxine diffuse dans le
milieu; celle produite par Hly est
beaucoup plus étroite, puisque la
toxine est attachée au corps bactérien.
De plus, une activité hémolytique est
présente dans |e surnageant de culture
en milieu liquide dans le cas de pro-
duction d’Hlya au contraire du cas ou
HlyP est produite. Cette activité dans
le surnageant de culture est neutralisée
par I'gjout d EDTA qui chélate le cal-
cium nécessaire a I’ activité de Hlya
(Pohl et al., 1993). Desimmunsérums
polyclonaux et des anticorps mono-
clonaux ont aussi été produits contre
Hlya et utilisés en tests de neutralisa-
tion ou d'immunoblot (Smith, 1963;
Bauer et Welch, 1996). Quant aux
entérohémolysines, elles produisent
une zone étroite d’hémolyse sur
gélose aux globules rouges lavés,
mais il n’existe pas de tests phénoty-
piques pour les différencier entre
elles, a notre connaissance. Les résul-
tats de ces tests phénotypiques peu-
vent étre corroborés a ceux de tests
génétiques par PCR et sondes géné-
tiques pour les génes de structure des
hémolysines (Welch et al., 1983;
Schmidt et al., 1994; Yamamoto et
al., 1995; Paton et Paton, 1998). A ces
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Tableau 11 : Caractéristiques et roles des toxines CNF, CDT et Hlya d' E. coli

Toxine Structure

Classe Action

Conséquence

Roles cliniques hypothétiques

CNF* Monomére 1114

CDT® Trimére 111?

ADP*-ribosylation

Fibres de stress

des protéines Rho ~ Multinucléation
DNase (?) Arrét de la
mitose en G2/M

Hlyo® Monomére 112

Formation de pores

Lyse cellulaire

membranaires

a CNF = Cytotoxic Nerotizing Factors

b CDT = Cytolethal Distending Toxins

¢ Hlya = Hémolysine a

d Selon la classification présentée dans le tableau 1
¢ ADP = Adénosine Dinucléotide Phosphate

tests génétiques, des souches néga-
tives phénotypiquement peuvent don-
ner des résultats positifs.

CONCLUSIONS

Les rbles précis des toxines décrites
dans le cadre des colibacilloses extra-
intestinales (tableau 11) et I’ effet toxique
exercé par ces souches de calibacilles
ne sont pas encore parfaitement com-
prisacejour, al’exception peut-étre de
ceux de I"'hémolysine a des souches
uropathogénes et de I’ endotoxine. De
plus, certaines hypotheses actuelles
atribuent, a coté d'un effet toxique
potentiel lors de septicémie, un role aux
toxinesCNF et CDT danslefranchisse-
ment des muqueuses (De Rycke et al.,
1999; Pickett et Whitehouse, 1999; De
Rycke et Oswald, 2001), a la toxine
CNF2 dans le déclenchement de diar-
rhée (Van Bost et al., 2003) et al’ hémo-
lysine a dans |’ approvisonnement en
Fer (Griffiths, 1988).

La détermination de ces réles exacts
ne pourra in fine se faire que par la
réalisation d'infections expérimen-
tales chez les especes animales hotes
d'origine, en comparant les résultats
obtenus avec les souches sauvages et
des mutants aléliques dans les genes
codant pour les propriétés étudiées.
Dans |’ attente de ces expériences,
seules des hypothéses peuvent étre
émises, par extrapolation de résultats
obtenus sur cultures cellulaires ou
dans des modéles sur autres especes
animales (primates, rats et souris).
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Virulence factors and specific
properties of invasive Escheri-
chiacoli :

[l) Toxin production

SUMMARY

Escherichia coli bacterial species
is subdivided into several strains
that are pathogenic for man and
animals, on the basis of their spe-
cific properties and factors which
are responsible for their pathoge-
nic characters. The pathogenic
strains are classically subdivided
into strains with intestinal tropism
(enterotoxigenic, enteropathoge-
nic, enterohaemmorrhagic, vero-
toxigenic and enteroinvasive) and
with extraintestinal tropism (uropa-
thogenic and invasive). Invasive
strains cause septicaemia and/or
bacteraemia with localisations in
different internal organs (systemic
infections). If specific virulence
properties and factors of strains

Propriétés de phagocytose,
fragilisation des épithéliums,
diarrhée (CNF2)

Fragilisation des épithéliums

Approvisionnement en Fer,
dommages cellulaires

with intestinal tropism are quite
well known and described, those of
strains with extraintestinal tropism
are much less characterised, espe-
cially in animals.

The purpose of this serie of review
articles is to present the current
knowledge on specific properties
and factors of extraintestinal
strains: adhesins and colonisation
factors, transmucosal transfer and
survival in blood and internal
organs, toxicity. The fourth manus-
cript will deal with the invasive
strains themselves, focusing on
the necrotoxigenic strains.

This third manuscript presents the
current knowledge on toxins pro-
duced by invasive strains of E.
coli: endotoxins, cytotoxic necroti-
sing factors, cytolethal distending
toxins and haemolytic toxins.
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