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INTRODUCTION

Clostridium perfringens (C. perfrin-
gens) est une espéce bactérienne
cosmopolite largement répandue
dans de multiples niches écolo-
giques. On la retrouve principale-
ment dans le tube digestif de
’homme et de la plupart des espéces
animales o1 elle peut étre considérée
comme saprophyte de lintestin
(Smith et Crabb, 1861; Correa
1986). Certaines souches, pourtant,
peuvent proliférer et produire diffé-
rentes toxines responsables des mal-
adies attribuées a ce germe (Daube,
1992). Le diagnostic des affections
d’origine digestive repose sur l'iso-
lement, en grand nombre, de C. per-
fringens et la détermination du toxi-
notype d'une ou de quelques
souches (Sterne et Batty, 1973)
(tableau 1). Le typage est principa-
lement effectué par la technique de
séroneutralisation des toxines 1étales
majeures complétée, éventuellement,
par la détermination du sérotype

(Hendersen 1940}, Ces méthodes
ne permettent pas une étude trés ap-
profondie de la population de C. per-
fringens présente dans l'intestin et
sont, de plus, lourdes & mettre en
ceuvre.

Afin de pouvoir réaliser de vastes en-
quétes épidémiologiques concernant
les clostridioses, deux méthodes vi-
sant 3 la caractérisation génétique de
cette espéce bactérienne ont été
développées :

D’une part, la recherche des genes
codant pour différentes toxines (al-
pha, béta, epsilon, iota, théta et mu,
entérotoxine) et pour la sialidase par
hybridation ADN-ADN sur colonies
en utilisant des sondes polynucléo-
tidiques  spécifiques  marquées
radioactivement.

D’autre part, la mise au point d’une
méthode de typage basée sur I'étude
du polymorphisme des fragments de
restriction de TADN chrome-
somique.

Ann. Méd. Vér., 1994, 138, 183-191

ARTICLE ORIGINAL

RESUME

Depuis le début de ce siecle, plu-
sieurs méthodes de typage de
'espece Clostridium perfringens
ont été décrites; la détermination
du toxinotype par séroneutralisa-
tion des proprigtés létales sur
souris est la seule véritablement ré-
pandue. La génétique moléculaire
permet actuellement d'aller beau-
coup plus loin dans la caractéris-
ation de cette espéce bactérienne.
D'une pan, les génes codant pour
la plupart des toxines produites par
cette bactérie (toxines alpha, béta,
epsilon, iota, théta et mu, entéro-
toxine et sialidase) ont été re-
cherchés par une technique d'hy-
bridation ADN-ADN sur colonies.
Onze cent vingt-trois souches sau-
vages ont été étudiées par cette
méthode. Les 768 souches isolées
de bovins morts d’entérotoxémie
en Belgique possaddent toujours
les génes de la toxine alpha et de
la sialidase, le plus souvent ceux
des toxines théta et mu, trés rare-
ment celui de l'entérotoxine et ja-
mais celui des toxines béta, epsi-
lon et iota. Dautre part, un
marqueur apidémiologique de C.
perfringens a été défini par I'étude
des polymorphismes de fragments
de restriction par Hindlll de 'ADN
chromosomique aprés hybridation
successive avec une sonde spéci-
figue du géne de I'ARN ribosomial
16S et quatre sondes spécifiques
des génes situés sur le chromo-
some des toxines alpha, théta et
mu et de la sialidase. Cette méth-
ode a permis de confirmer, par
I'étude de 166 souches de C. per-
frigens, I'absence d’homogénéité
génomique des différents toxino-
types, ce qui fait suspecter le car-
actére mobile des principaux ge-
nes de virulence dans cette espéce
bactérienne. Les souches isolées
de bovins morts d'entérotoxémie
se sont révélées génomiguement
polymorphes tant chez un méme
individu que chez plusieurs indivi-
dus différents, démontrant I'origine
polyclonale de cette affection.
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TABLEAU 1
Toxinotypes de Closiridium perfringens

Toxines produites
Tozinotype! Groupe | o 2] € vojentt| & ] x A H
A 1 ++ | - - = - - |+ -+
2 ++] - - - |++] - + [++] - | ++
B 1 ++ |+ +[++] - - —JF+] - | ++ ]+
2 tHi++ |+ - - i B I -
C 1 ++ | ++| - - i e o o I S -
2 ++(++]| = - - = ++|++] - -
3 ++|++ ) - - - - | ++] + - +
4 ++ [ ++| ~ - - - |++] + - | ++
5 ++ | ++]| - ~ | ++] - - - - -
L B B o B T I (S EFRVEY RV A
E R I e I 2 R S [ T VA VIR

++ produite par toutes ou la plupart des souches

+  produite par moins de 50 % des souches

—  non produite

* entérotoxine (tous les toxinotypes n’ont pas encore &€ testés vis-a-vis de ce facteur d’oi

possibilités d’erreurs par défaut)

MATERIEL ET METHODES

Souches de Clostridium
perfringens

Les 1123 souches sauvages de C. pers

fringens utilisées lors de cette &tude sont
principalement d’origine animale : la

molyse, de I'aspect i fa coloration de
Gram et de I'hybridation avee une sonde
génétique spécifique de la toxine 1étale
majeure alpha. Une étude préliminairc
(Daube, résultats non publi&s) a montré
que toutes les souches de C. perfringens
hybrident avec cette sonde. Les 1123
souches ont &t¢ étudiées par hybridation

représentatives de tous les toxinotypes
ont €t caractérisées par Stude du poly-
morphisme de fragments de restriction
de PADN chromosomigus. La sensibilité
et la spécificité des méthedes .- 3té oy
timées grice 3 une collectior 2ot
de référence ou de souches d¢ .- ---: o
1) des souches dg Féférence i-raem:- -
neles de C. perfringens; i) des SO I
de contrdle, dont Je Phénotspe = 2
confirmé par d’autres €quipes de re-
cherche et qui nous permettent de vali-
der nos tests. L’ensemble de ces souches
ont &té repriscs dans le tableau 3 avec
mention du caractére principal pour le-
quel chagque souche est utilisée comme
contrle ainsi que du laboratoire qui I'a
transmise, Des souches d’autres especes
de clostridics ont ét¢ inclues comme té-
meins de spécificité,

Sondes génétiques

Les sondes génétiques ont é1é dérivées &
partir des g&nes codant pour les toxines
alpha (Saint-Joanis et al.. 1989). bita
(Hunter ct al,, 1993), epsilon (Daube et
al., 1993), iota (Pcrefle et al.. 1333
théta (Tweten, 1988), mu (Canard <t al..
1992), lentérotoxine (Van Damme.
longsten et al., 1989) et la sialidase
(Roggentin et al., 1988) (tablcau 4). La
sonde pour le gene codant pour I'ARN
ribosomial 168 a été dérivée du plasmide

plupart d’entre elles (768) ont été iso- ADN-ADN sur colonies; 166 souches recombinant pBA2  (Iglesias et al.,
lées, en Belgique, entre 1987 et 1991 de
bovins morts  d’entérotoxémie. Les
autres souches §0n( d ortglr}e trés vat:lce. TABLEAU 3
Les souches ovines et caprines provien- Propriétés et origines des souches de référence et de contrale
nent essentiellement de cas d’entérotoxd- ——
mic. Les autres souches d’origine ani- Appelation Caractdre principal Origine
male ont &€ souvent iscides de cas :
pathologiques caractérisés par des I¢- NCIB10716 Clost. bifermentans L. Devriese (Gand)
sions ou des troubles intestinaux. Le tab- NCIBI10&76 Clost. cadaveris L. Devriese (Gand)
leau 2 reprend Ia ventilation des souches ggﬂ?gf? ggost z{aa:;id{ofome % DDm;ese ggang;
h » ; 5 T _ ost. histolyticum - Devriese (Gan
en fonction de Pespice animale & Fori CCM5743 Clost. septicum L. Devriese {Gand)
gine de leur isolement. Ces souches fu- NCIB10717 Clost. sordellii L. Devriese (Gand)
rent identifiées comme C, perfringens sur Gl12 Clost. sordellii R. Schauer (RFA)
base de l'aspect des colonies et de I'hé- CCMo6065 Clost. symbosium L. Devriese (Gand)
ATCC12922 entérotoxine ATCC (USA)
F3686 entérotoxine M. Van Damme (P-B)
NCTC8239 entérotoxine M. Van Damme (P-B)
TABLEAU 2 NCTC8798(8-6) entérotoxine M.R. Popoff (France)
Origine des souches sauvages étudides A99 sialidase R. Schauer (RFA)
DEM756 sialidase R. Schauer (RFA)
Bovins 768 (68,39 %) ATCC13124 Type A ATCC (USA)
Petits Ruminants | 132 (11,75 %) [ ATCC3624A Type A | Rood (Australie)
Porcs 61 (543 %) CW504 Type A ). Rood {Australie)
Volailles 34 (3,03 %) JIR323 Type A J. Rood (Austrafie}
Carnivores 25 (2.23%) NCTC6785 Type A S.T. Cole (France)
Divers 26 (2,32 %) CN3838 Type A Welicome (G-B)
Aliments* 41 (3,65 %) G23 Type B P. Pohl (Belgique)
Non déterminée 36 (321 %) CN3922 Type B Wellcome (G-B)
CP232 Type C M. Popoif (France)
’ CWC236 Type C M. Popoff (France}
Nombre total 1123 NCTC2062 Type D M. Popoff (France)
de souches CN3978 Type D Wellcome (G-B)
NCI1B10748 Type E M. Popoff (France) :
* destinés & Palimentation humaine i
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1983), contenant lc géne de I'ARN ri-
bosamial 168 de Bacillus subtilis; la
sende correspond aux 1100 bases de
Pextrémité 3’ de ce géne. Les fragments-
sondes ont été extraits des plasmides re-
combinants avec les endonucléases de
restriction appropriées (tableau 4). La
sonde béta cst constituée du géne de

structure complet de la toxine béta, géne
amplifi¢ gréce 4 deux amorces spéci-
fiques (AGGAGGTTTTTTTATGAAG
ct TCTAAATAGCTGTTACTTTGTG).
La sonde iota est dérivée du géne de la
sous-unité iota-a par amplification en
chaine par la polymérase (amorces
TTTTAACTAGTTCATTTCCTAGTTA

TABLEAU 4
Dérivation des sondes génétiques
Géne du - Appellation Endonucléases de Taille
caractére A];f“;:::n du plasmide resiriction de la sonde
recherché & recombinant utilisées (pb)
Toxine alpha ple pTOX5 BamHI + Hindlll 950
Toxine béta NP NP PCR* 1025
Toxine epsilon etx pGDS7 HindTll 505
Toxine iota NP NP PCR* 298
Toxine théta pfoA pRT1B Acel 736
Tonie mu nagH pNAG-53 HindIH 1300
Entérotoxine cpe pLWL10 Kpnl + Hindlll 504
Sialidase ranH pK14RFA Kpnl + Hindll! 1400

NP = Non publié.

* = Fragment-sonde obtenu par amplification en chaine par ia polymérase

Collection de souches de

Clostridium perfringens
purifiées et conservées 3
-80°C

de chaque soucha

Ensamencement
sur milieu "ANA-sang™

fncubation
16 heures & 37°C
en |arre anadrobis

Repiquage de 50 scuches
sauvages &t 7 témoins
saion modéle
sur milisu "ANA™ of
Incubation
16 heures a 37°C
en larre anadrobia

»~

l [ Réalisation des fillras papiar ]

de Closiridium perfringens

Filtre papier
permettant I'étude de
50 souches sauvages

avec 4 ou 5 sondes
génétiques différentes
successivement

Figure 1

Méthode de réalisation des filtres

en vue de I'hybridation sur colonies.

et  TTTTGTATTCTTTTTCTCTAG-
GATT}). Les conditions d’amplification
ont été les suivantes : 3 minutes & 95°C
suivies de 45 cycles constitués de 30 se-
condes de dénaturation & 95°C, de 30
secondes d’hybridation & 50°C et de 30
secondes d’élongation 4 70°C. Une unité
d’ADN polvmérase de Thermus aquati-
cus {Taq, Beckman) a été ajoutéc 5 50
microlitres de tampon (Tris-HCl 10 mM
pH 8.,5; KCI 30 pM; MgCi2 1,5 pM;
gélatine 0,0f %) contenant 200 pM de
déoxynuci€otides triphosphatcs  (Phar-
macia), 0,8 pM dc chaque amorce et |
pM d'ADN cible. L’ADN  cible est
constitué de FADN total extrait de la
souche ATCC3626 pour le génc de la
toxine béta et de la souche NCIB10748
pour cclui de la toxine iota, Les sondes
ont été¢ marquées radioactivement (Ran-
dom Hexanucleotide Primer Kit, Boch-
ringer Mannheim).

Méthodes d’hybridation

Les hybridations sur colonics ont été ef-
fectuées sur papier filtre Whatman 541
et les résultats ont été lus aprés autora-
diographie (Mainil et al., 1990). Les ad-
aptations dc la technique originale sont
les suivantes : le milieu Ana Blood Agar
Basc (Gibco) sans sang a été utilisé pour
I'ensemencement de la matrice des
souches de C. perfringens (50 souches 2
caractériser et 7 souches-témoins).
L'ensemcncement direct 3 partir de
bouillons de culture de nuit s’cst révélé
inconstant et a dd &tre réalisé & partir
d’une culture de nuit sur milieu solide
(milieu Ana Blood Agar Base plus 8 % de
sang de bovin} de chacune des souches
{fig. 1).

Les hybridations sur profils de restric-
tion de 'ADN total ont &té réalisées de
la maniére suivante : la méthode d’ex-
traction rapide de PADN total de C. per-
Jringens a été adaptée de celle décrite par
Van Damme-Jongsten et al. (1989), Un
millilitre et demi d'une culture de nuit en
BHi-thioglycollate de C. perfringens sont
centrifugés dans un tube Eppendorf &
12.000 g pendant 10 minutes; ke surna-
geant cst éliminé et le culot est resus-
pendu dans 1,2 ml d'unc solution TES
(Tris-HCI 30 mM (pH 8)/EDTA 5 mM/
NaCl 50 mM) et centrifugé 10 minutes
4 4°C. Le culot est resuspendu dans 320
pL de TES contenant 25 % de sucrose
ct du lysozyme (concentration finale de
2 mg/ml) et incubé 20 minutes & 37°C.
Soixante microlitres d’EDTA 0,25 M
(pH 8), puis 300 pL de TES contenant
1 % de SDS et 1 pL de diéthylpyrocar-
bonate sont ajoutdés successivement.
Aprés incubation 10 minutes & 60°C,
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I'ADN est extrait 2 fois avec 700 uL de
phénol-chloroforme-isoamylacool  (25:
24:1} et une fois avec 700 L de chlo-
roforme-isoamylacool (24:1). Aprés ad-
dition de 2,5 volumes d’éthanol absolu et
incubation 10 minutes & -20°C, le culot
de centrifugation est rincé avec 300 pL
d’éthancl & 70 %, Aprés une nouvelle
centrifugation, le culot est resuspendu
dans 36 pL d'eau distillée. Un tiers de
PADN extrait est soumis & la digestion
par endonucléases de restriction Hindlil
afin de réaliser, aprés électrophorese en
gel d’agarasc 0,8 %, un profil de restric-
tion de 'ADN total, appelé aussi em-
preinte génétique de la souche étudiée.
Les fragments d’ADN sont ensuite
transférés sur une membrane de Nylon
chargé par la technique de «Vacuum-
Blots» (Vacuum Blotter, Bio-Rad Labo-
ratories) selon la méthode préconisée par
la firme et hybridés avec la sonde mar-
quée radicactivement, Les diverses
étapes expérimentales sont reprises dans
la figure 2.

Méthades d’analyse des profils
d’hybridation

Les différents profils ont été comparés
visuellement grice aux marqueurs de
taille (A restreint par HindIIl et pBR322
restreint par Hinfl} et au profit d’hybri-
dation de référence de la souche
NCTC2062. Le profil obtenu grice a la
sonde pour le géne de I'ARN ribosomial
165, appelé ribotype, a été développé par
Grimont et Grimont (1986) et est lar-
gement utilisé en taxonomie bactérienne.
Une matrice a été réalisée reprenant le
nombre total de bandes distinguées pour
chaque souche ainsi que le nombre de
bandes de mobilité semblable pour
chaque paire de souches possible. Une
matrice traduisant le pourcentage d’ho-
mologie entre les souches a été réalisée
au départ de la premigre par la transfor-
mation suivante : D = 2 x n,,/(n,+n,)
oll D est le ceefficient de Dice (1945}
traduisant I'homologie entre les souches
1 et 2; n, est le nombre de bandes com-
munes entre les souches 1 et 2; n, est le
nombre total de bandes repérées dans la
souche 1; n, est le nombre total de
bandes repérées dans la souche 2. Cette
matrice a été analysée par ordinateur se-
lon I'algorithme de Li {1981) utilisant la
méthode «Unweighted Pair Group Av-
crage Linkage» (UPG) afin de générer
un dendrogramme de similarité. Les
profils analysés sont constitués du profil
d’hybridation avec la sonde pour le géne
de 'ARN ribosomial 168 additionné des
quatre profils obtenus aprés hybridation
du filtre avec les sondes pour les génes
de la sialidase et des toxines alpha, mu

186

et théta, quatre génes situds sur le chro-
mosome de C. perfringens (Canard et al.,
1989).

RESULTATS

Prévalence des génes codant pour
huit toxines ou enzymes

Les résultats obtenus par hybrida-
tion ADN-ADN sur colonies sont
présentés dans les tableaux 5 et 6.
Les souches isolées de bovins morts
d’entérotoxémic en Belgique n’hy-
brident jamais avec les sondes spé-
cifiques des génes codant pour les
toxines béta, epsilon et iota et pra-
tiquement jamais avec celle pour le
gene de structure de 1entérotoxine.

Les quelques souches positives avec
la sonde spécifique du géne de la
toxine béta ont toutes été isolées de
porcs souffrant d’entérite nécrotique
au Danemark, La majorité de celles
possédant le gene de la toxine epsi-
lon ont été isolées de petits rumi-
nants. Le géne de I'entérotoxine est
rarement retrouvé et jamais parmi
les 41 souches provenant d’aliment
d’origine animale destinés a la
consommation humaine,

Typage par étude du
polymorphisme de fragments de
restriction de FADN

La sonde spécifique du géne codant
pour I'ARN ribosomial 168 a permis
de détecter 10 bandes dans 'ADN

(( Sonchea de C. perfingens porififes )

(Micmxmﬂ:im & TADN wul]

<
0 .o
@O
O
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Figure 2
Protocole d’hybridation sur profils de restriction. Erapes expérimentales.



restreint de la majorité des souches
étudiées. Quarante-deux profils dif-
férents, appelés ribotypes, ont été
distingués dans I'échantillon de 166
souches (résultats non montrés). La
figure 3 montre les profils obtenus
pour quatorze souches isolées de
deux bovins morts d’entérotoxémie.
L'utilisation successive des quatre
autres sondes a permis de porter 3
95 les classes différentes (résultats
non montrés). Si on néglige les
souches présentant un méme profil,
mais isolées d’un méme animal, et
pouvant donc constifuer un clone,
on obtient 95 catégories pour 116
souches, soit une variabilité corrigée
de 82 %. Les souches isolées de bo-
vins morts d’entérotoxémie sont dif-
férentes I'une de I'autre dans 94 %
des cas, montrant ainsi qu’il ne s’agit
pas d’un clone bactérien qui émerge
lors de cette maladie. Un méme in-
dividu peut, en outre héberger jus-
qu'a 9 électrophorétypes différents
(résultats non montrés). Les souches
des différents toxinotypes sont ré-
parties sur toute la hauteur d'un

dendrogramme exprimant I’homo- .

logie relative entre les souches
(fig. 4). Malgré le polymorphisme
important constaté entre les diffé-
rentes souches, certaines bandes du
ribotype sont fortement conservées
et peuvent servir de marqueur ou de

carte d'identité d’espece (fig. 3).
L’étude par cette méthode d’espices
bactériennes phylogéniquement
proches devrait &tre menée afin de
voir si le ribotype, utilisé seul, peut
&tre,  la fois, une méthode de dif-
férenciation de I'espéce et un mar-
queur épidémiologique au sein
méme de I'espece C. perfringens.

DISCUSSION

Prévalence des génes codant pour
sept toxines ou enzymes

Les résultats d’hybridation avec cha-
cune des sondes ont tous été ex-
empts de bruit de fond; les souches
qui possédent le géne recherché ont
été détectées par un spot noir sur
Pautoradiographie, celles ne le pos-
sédant pas n’ont montré aucun sig-
nal ou de faibles traces lors d’'une
longue exposition (fig. 5}. La lecture
et l'interprétation des résultats sont
donc trés simples et parfaitement
objectives.

Excepté trois études recherchant le
geéne de l'entérotoxine chez des
souches de C. perfringens isolées de
foyers  d’intoxication alimentaire
chez ’hemme (6 % des souches pos-
itives), de porcs souffrant de diar-

Figure 3
Profils d'hybridation de PADN total extrait de 14 souches de Clostridium perfringens et
restreint par HindlIf avec la sonde pour le géne codant pour VARN ribosomial 168.

rhée de sevrage (aucune souche pos-
itive) ou de matidres fécales de
divers animaux domestiques sains
(Van Damme-Jongsten et al., 1990a
et b, Tshirdewahn et al., 1991), au-
cun travail n’a jusqu’ici utilisé Poutil
génétique pour I'étude épidémiolo-
gique de pathologies lides a C. per-
fringens (Daube, 1992). Les résul-
tats rapportés ci-dessous détaillent
I'absence ou la présence des génes
de plusieurs facteurs de virulence
chez des souches isolées de cas de
maladies animales. 41 souches iso-
lées de substances alimentaires ont
été ajoutées pour comparaison. La
présence de chacun des génes pris
séparément a été étudiée ainsi que
I'association de ces g&nes dans cha-
cune des souches.
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Figure 4
Dendogramme représentant la classification
des 166 souches de Clostridium perfringens
étudiées en fonction des homologies de leurs
profils d’hybridation avec les sondes
spécifiques du géne de I’ARN ribosomial
165 et pour les génes codant pour les
toxines alpha, théta et mu, ainsi que pour la
sialidase. Les letires indiquent les
toxinotypes des souches localisées dans
chacun des 95 électrophorétypes, le signe
«+» indique que, en outre, la souche
posséde le géne de 'entérotoxine.
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Parmi les 1123 souches isolées (ap-
pellées «souches sauvages»), une
sous-pepulation de 768 souches
d’origine bovine isolées de cas sus-
pects d’entérotoxémie bovine a été
caractérisée pour tenter de cerner les
facteurs de virulence importants
pour la pathogénie et le pathotype
impliqué.

Le geéne de la toxine alpha est pré-
sent dans toutes les souches étu-
diées. La stabilité de ce facteur de
virulence est 3 mettre en relation
avec la position de son géne & proxi-
mité de lorigine probable de répli-
cation du chromosome (Canard et
Cole, 1989). Toutes les souches de
référence hybrident également cette
sonde (tableau 5). Les génes des
toxines béta et epsilon ont été dé-
tectés dans 4 et 27 souches respec-
tivement mais dans aucune des
souches d’origine bovine; ceci exclut
I'implication de ces toxines dans
I'entérotoxémie bovine en Belgique.
Aucune souche sauvage n’hybride
avec la sonde spécifique du géne co-
dant pour la toxine iota et la souche
de référence NCIB 10748 de type E
est la seule & donner un résultat po-
sitif, Ces données confirment la ra-
reté de ce toxinotype. Toutes les
souches de référence connues
comme entérotoxinogénes ont €été
détectées par la sonde; celle-ci n’a
détecté aucune autre souche de ré-
férence réputée non entérotoxino-
geéne, excepté la souche NCIB
10748 de type E. Cette souche n’a
pu étre démontrée comme entéro-
toxinogeéne par des tests phénoty-
piques (M. Popoff, communication
personnelle}. Le géne de l'entéro-
toxine est présent dans 11 souches
soit un peu moins d’un pourcent et
seule une souche provient d’un bo-
vin suspect d’entérotoxémie. Ces
constatations font bien penser que
ce facteur de virulence n'est pas im-
pliqué dans le probleme de 'enté-
rotoxémie bovine bien que Niilos en
1978, le rende responsable de diar-
rhées chez le veau au Canada. Le
gene de la toxine théta a été détecté
dans un peu plus de 90 % des
souches étudiées et dans une pro-
portion légérement moindre parmi
les souches d’origine bovine. Quant
aux souches de référence, elles sont
toutes  positives, excepté deux
souches de type A (souches G23 et
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CW504) et trois des quatre souches
entérotoxinegeénes  (ATC(C12922,
NCTC8239 et NCTC8798). Cette
propriété des souches entérotoxino-
génes a dé&a été rapportée (Niilo,
1980). La sonde pour le géne codant
pour la toxine mu a détecté 95 % des
souches étudiées dont 679 souches
bovines sur 728 (soit 93,27 %). Le
geéne de la sialidase intracellulaire de
C. perfringens e¢st présent dans
toutes tes souches sauvages étudiées;
seule la souche JIR323, souche re-
ceveuse pour électroporation (Scott
et Rood, 1989), n'hybride pas avec
la sonde spécifiquc du géne de ce
facteur. Ce factcur semble donc cs-
sentiel 4 la bactérie pour son méta-
bolisme propre plus qu'clle n’agit
comme facteur de virulence propre-
ment dit; cela pourrait &tre une rai-
son qui explique sa stabilité dans les
souches sauvages, la souche JIR323
étant une souche de laboratoire qui
n’est sujetfe 4 aucune compétition.

L’ensemble de ces résultats permet,
pour chaque souche la détermina-
tion d’un pathotype, pendant géné-

tique du toxinotype, qui permet
d’associer la souche & un tableau pa-
thologique particulier. Cette mé-
thode permet donc de remplacer
completement les techniques clas-
siques de typage sur animaux de
laboratoire,

Typage par étude du
polymorphisme de fragments de
restriction de 'ADN
chromosomique

Les hybridations sur profils de re-
striction par HindIIl réalisées ici
permettent de «tracer» des clones de
C. perfringens. La sonde spécifique
du géne codant pour I’ARN riboso-
mial 165 a Pavantage de détecter dix
opérons dispersés sur un tiers du
chromosome autour de l'origine de
réplication {Canard et al.,, 1989) et
donc d’étudier la position relative de
minimum 20 sites HindIll. Les
autres sondes n’étudient que les
quelques sites Hindlll dans et au-
tour de la séquence, présente en un
seul cxemplaire, repérée par chagque
sonde.

Figure 5
Hybridation ADN-ADN sur colonies avec les sondes génétiques pour les s R e g
la toxine epsilon (1}, ia toxine alpha (2), la toxine théta 13t 1 la toxine mu 1 51



TABLEAU 5
Pathotype dez souches de référence

Souche toxine | toxine

toxine

G12

JIR 323

CW504
G23

A%9

1 ATCC13124
ATCC3624A
CN 3388
DSM756
NCTC6785

CP232
CWC236

CN3922

CN3978
NCTC2062

ATCC12922
NCTC8239

NCTC8798
F3686
NCIB10748

+ 4+ F+ e+ b+ 4

CCM5743 - - - -
CCM35943 - - - -
NCIB10676 - - - -
NCIB10717 - - - -
CCM6065 - - - -
| CCM6066 - - - -
NCIB10716 - ~ | - -
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a Hybridation négative
b Hybridation positive

cSoucheobtenuecommetypeBmaisconﬁméecometypeA
d Souche de type A productrice d’entérotoxine

Le dendrogramme de similarité
monire clairement que la classifica-
tion €tablie ici n’est pas du tout su-
perposable avec celle reposant sur le
toxinotype. En effet, les souches
productrices de toxine béta, epsilon
ou d’entérotoxine sont dispersées
dans tout I'arbre. Le degré d’homo-
logie entre certaines souches d'un

méme toxinotype n’est que de
37,7 %. Pour la toxine epsilon, les
divergences vont jusqu’a 30,9 %. De
méme des souches des divers toxi-
notypes se retrouvent génomique-
ment trés proches dans notre clas-
sification. Seules les souches isolées
de porcs au Danemark qu'elles
soient de toxinotype C ou A sont tres

semblables par étude des profils
d’hybridation (résultats non
montrés). Cette constatation avait
déja été faite par Hogh, en 1969,
gréce au typage sérologique. Il reste
a déterminer si cette proximité est
liée a Pisolement géographique, a
I'héte (le porc) ou i la pathologie
(entérite nécrotique du porc).

Il semble donc que la méthode uti-
lisée suggere le caractere mobile des
genes gouvernant la synthése de
trois toxines importantes dans les
pathologies liées & C. perfringens.
Elle permet de rapprocher aisément
des isolats de cette bactérie mais ne
préjuge nullement des propriétés
toxinogénes de ces souches. Elle
compléte ainsi parfaitement la clas-
sification en pathotypes établie ci-
dessus. Elle permet le suivi d’une
souche particuliere en fonction de
marqueurs situés sur le chromo-
some. Des études devraient &tre me-
nées afin de connaitre la stabilité de
ces marqueurs au cours du temps.

Si ces résultats demandent & &tre
confirmés sur un échantillon plus
large, il apparait cependant que cet
ensemble de techniques, relative-
ment faciles & mettre en ceuvre dans
n’importe quel laboratoire, se révéle
étre un outil épidémiologique trés
performant, 13 ol les techniques de
sérotypage ou de bactériocinotypage
se sont montrées lourdes, chares et
difficiles & mettre en ccuvre. Les foy-
ers d’intoXication alimentaire de
Phomme liées a Pentérotoxine seront
notamment avantageusement inves-
tigués par cette méthode en confron-
tant les propriétés des souches iso-
lées des aliments et celles des
malades. Outre cet aspect épidémio-
logique au sens propre du terme,
toutes les pathologies liées & C. per-

TABLEAL &
Nombre et proportion des souches sauvages positives avec checune des sondes en fonction de Porigine des souches

Sonde Bovinz Petits Porcs Volailles Carnivores Divers Aliments Non

Ruminants déternings
Alpha 768 [100% | 132 |100% | 61 ;100%{ 34 [100%| 25 |to0% 26 [100% | 41 (100%] 36 |100%
béta 0 0% 0 0% 4 7% 0 0%| O 0% 0 0% 0 0% 0 %
epsilon 0 0% 21 16% 0 0% 1 3% 0 0% 1 4% 0 % 4 11%
iota 0 0% 0 0% 0 0% 0 0% ¢ 0% 0 0% 0 0% 0 0%
thita 688 | 90% | 131 59%) 51 84% : 31 91% | 22 33% | 24 92% | 37 | 90%| 34 94%
Comu’ 719  94% ] 130 | 98%| 61 [100%| 34 |100%m| 20 80%| 26 |100%| 41 |100%] 36 100%
entérotoxine t (8% 5 4% 1 2% H 0% 0 0% 0 % 0 % 4 11%
sialidass 768 (100%| 132 (100% | 61 [100%) 34 |100%| 25 |100®%!| 26 |100% 41 | 100%| 36 |100%
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fringens ou méme Pécologie de ce
germe dans ses différents habitats
peuvent &tre étudies de cette
maniére.

Les deux méthodes mises en cocuvre
ont permis de remplacer avantageu-
sement les méthodes classiques de
typage développées au milieu de ce
siccle: D’une part, la méthode
d’hybridation ADN-ADN sur colo-
nies permet de déterminer, rapide-
ment et & un faible cofit, les pro-
priétés de virulence de multiples
isolats de C. perfringens; cette mé-
thode se révéle d’autant plus intéres-
sante que les réactifs de typage clas-
sique ne sont plus disponibles; la
seule limitation est le manque d’al-
ternative au marquage radioactif des
sondes. D’autre part, la détermina-
tion de I'électrophorétype a montré
de multiples avantages sur les tech-
niques classiques de sérotypage,
bactériocinotypage ou lysotypage, a
savoir que 100 % des souches sont
typables par cette méthode, qu’au-
cun réactif spécifique n’est néces-
saire et que le polymorphisme
constaté est beaucoup plus grand
que par les autres méthodes.
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SUMMARY

Molecular Typing of Clostridium
perfringens

Since the beginning of the century,
a few Clostridium perfrigens typing
methods were described; toxino-
typing by seroneutralisation of
mice lethality is the most widely
used. Now molecular genetic al-
lows to characterise much easier
this species. On the one hand,
genes coding for most of the toxins

(o, B, €. 1, 9, ., enterotoxin and sial-
idase} were searched by colony
DNA-DNA hybridisation. One thou-
sand one hundred and
twenty-three wild strains were stud-
ied. The 768 strains isolated from
bovine enterotoxaemia cases in
Belgium hybridise always with the
alpha and sialidase probes, often
with the theta and mu probes,
rarely with the enterotoxin probe
and never with the beta, epsilon
and iota probes. On the other
hand, a C. perfingens epidemiolog-
ical marker was defined by Hindlll
restriction fragment polymarphism
study after hybridisation with five
probes, one specific for 16S rRNA
gene and 4 specific for sialidase,
alpha-, theta- and mu-toxin genes.
This method allowed to confirm, on
166 isolates, the lack of genetic ho-
mogenesity of the different toxino-
types and the virulence genes mo-
bility in this bacterial species. The
isolates from cattle were geneti-
cally very different between several
animals but also in one individual
animal. Thus, many different toxi-
notype A clones could cause the
bovine enterotoxaemia in Belgium.

CANARD B., COLE S.T. Genome organization of the anaerobic
pathogen Clostridiunt perfringens. Proc, Natl. Acad. Sci. USA,
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