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INTRODUCTION

Clostridium perfringens est une bac-
térie & Gram positif, anaérobie, spo-
rulée, et présente dans la flore intes-
tinale de quasi toutes les espéces
animales. Cette bactérie est patho-
géne pour '’homme et les espéces
animales : gangréne gazeuse, enté-
rocolites, entérotoxémies... Les fac-
teurs de virulence incriminés sont
des toxines dénommées toxines 1é-
tales majeures et une entérotoxine
(revue par Rood et Cole, 1991).

C. perfringens est traditionnellement
considéré comme sensible a Ia péni-
cilline. Cependant, dans les condi-
tions in vivo le recours a d’autres
antibiotiques peut s'avérer nécees-
saire. Tester la sensibilité de C. per-
fringens a ces antibiotiques est done
indispensable. D autre part, de nou-
veaux antibiotiques, pour lesquels i
n'existe pas de données dans la lit-
térature, doivent aussi étre testés.
Or il nexiste pas de standardisation
de l'antibiogramme en conditions
anaérobics (revuc par Wexler,
1991). De plus, certaines conditions

de croissance en atmosphere anaé-
robie peuvent diminuer lactivité
d’antibiotiques (Dibb et al., 1986).
Des résistances aux tétracyclines, au
chloramphénicol et aux macrolides-
lincosamides-streptogramines  ont
été décrites chez C. perfringens. Des
génes qui président a ces résistances
ont été clonés (revue par Rood et
Cole, 1991).

Le but du travail présenté ici était
de dériver des sondes génétiques a
partir de quatre genes de résistance
aux antibiotiques cités ci-dessus et
de comparer les résultats obtenus
par hybridation ADN-ADN sur co-
lonics de C. perfringens avec ceux ob-
tenus par unc technique classique
d’antibiogramme  en  conditions
anacrobics.

MATERIELS ET METHODES

Cent trente sept souches sauvages d’ori-
ginc bovine ct ovine ct huit souches de
référence de C. perfringens ont été ¢tu-
dices  phénotypiquement ¢t génoty-
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RESUME

La résistance de Clostridium per-
fringens a éte étudiée par le test
d’hybridation ADN-ADN sur colo-
nies au moyen de sondes géné-
tiques dérivées des génes codant
pour la résistance aux tétracyclines
(sonde TetP), aux macrolides-lin-
cosamides-streptogramines

(sonde ErmBP) et au chloramphé-
nicol (sondes CatP et CatQ). Les
résultats d’hybridation (ou génoty-
piques) ont ensuite été comparés
aux résultats phénotypiques obte-
nus par la méthode de diffusion en
agar & partir de disques d’oxytétra-
cycline (30 Ul), d'érythromycine
(15 Ul) et de chloramphénicol (30
microg). Cent trente-sept souches
sauvages et 8 souches de réfé-
rence ont ainsi été étudiées. Ces
quatre sondes génétiques mon-
trent toutes un haut degré de spé-
cificité (98 a 100%) mais different
fortement dans leur sensibilité a
détecter les résistances aux anti-
biotiques de Clostridium perfrin-
gens: 100% pour TetP, 82% pour
les sondes CatP et CatQ (32% en
incluant les souches a niveau inter-
médiaire de résistance au chloram-
phénicol) et 47% pour ErmBP (26%
en incluant les souches & niveau in-
termédiaire de résistance a I'éry-
thromycine). Ces souches a niveau
intermédiaire de résistance peu-
vent en fait étre des souches sen-
sibles a l'antibiotique testé dont
I'activité est partois réduite en at-
mosphére enrichie en CO2.




piquement. Ces souches furent identi-
fiées comme C. perfringens sur base de
’aspect des colonies et de I’hémolyse, de
I'aspect a la coloration de Gram et de
I'hybridation avec une sonde génétique
spécifique de la toxine 1étale majeure al-
pha (Daube et al,, manuscrit soumis).
L’antibiogramme a été réalisé sur milieu
Isosensitest agar (Oxoid) par la méthode
de diffusion & partir de disques (Institut
Pasteur Production): oxytétracycline
(30 Uy, chloramphénicol (30 microg) et
érythromycine (15 Ul). Les sondes gé-
nétiques ont été dérivées a partir des
genes codant pour les résistances aux té-
tracyclines, sonde TetP (Abraham et
Rood, 1985), au chloramphénicol,
sondes CatP (Abraham et al., 1985) et
CatQ (Berryman et Rood, 1989) et aux
macrolides-lincosamides-streptogra-
mines, sonde ErmBP (Rood et al., 1989)
(Tableau 1). Ces quatre sondes d’ADN
ont été hybridées avec les souches de C.
perfringens dans un test d’hybridation sur
colonies adapté de celui réalisé sur Es-
cherichia coli. Les fragments sondes ont
été marqués radioactivement (Random
Hexanucleotide Primer Kit, Boehringer
Mannheim) et les résultats de ’hybrida-
tion sur colonies ont été lus aprés auto-
radiographie (Mainil et al., 1990; Daube
et al., manuscrit soumis pour publica-
tion).

RESULTATS

Les résultats obtenus par 'antibio-
gramme et par Ihybridation sur co-
lonies sont présentés et comparés
dans le tableau 2.

DISCUSSION

Bien que diverses classes de génes
de résistance aux tétracyclines
soient connues (Lévy et al., 1989),
seul le géne tetP a été décrit jusqu’a
présent chez C. perfringens. Cette ré-
sistance peut étre constitutive (le
géne fetP est présent sur le chromo-
some) ou inductible (le géne retP est
présent sur des plasmides conjuga-
tifs) (revue par Rood et Cole, 1991).
Toutes les souches de notre étude
qui possédent un niveau de résis-
tance aux tétracyclines sont posi-
tives avec la sonde TetP (Tableau 2)
en accord avec les données mention-
nées ci-dessus. Le grand nombre de
souches dont la résistance est inter-
médiaire peut étre dil a la présence
d’un geéne inductible. Cette hypo-
these devrait cependant étre confir-
mée. Des études de localisation du
fragment d’ADN montrant de I’ho-
mologic avec la sonde TetP doivent
étre menées. La sonde TetP repré-
sente actuellement un excellent ou-
til pour rechercher les résistance
aux tétracyclines (100% de sensibi-
lit¢ et de spécificité) parmi les
souches de C. perfringens.

Au contraire de la sonde sonde
TetP, la sonde ErmBP présente une
sensibilité de seulement 47%, si I'on
tient compte des souches résis-
tantes, ou de 26%, si I’on inclut les
souches a niveau intermédiaire de
résistance. Par contre, aucune des
souches sensibles n’est positive a la
sonde (100% de spécificité). En fait ,
le gene ermBP n’est présent que
chez une faible proportion des
souches de C. perfringens résistantes
a Dérythromycine (Berryman et
Rood, 1989). Un autre géne de résis-
tance.a I'érythromycine erm(Q a été
récemment décrit et cloné (In Rood

TABLEAU 1
Dérivation des sondes génétiques

et Cole, 1991). 11 est donc possible
que les souches possédant un niveau
de résistance a [I'érythromycine,
mais négatives a la sonde ErmBP,
contiennent en fait le géne ermQ.
Cependant, certaines de ces souches
peuvent aussi étre des souches sen-
sibles a I’érythromycine qui mon-
trent un certain niveau de résistance
suite a la réduction de I’activité de
I’érythromycine en présence de CO2
(Dibb et al., 1986).

En ce qui concerne la résistance au
chloramphénicol, deux génes diffé-
rents ont également été décrits:
catP et catQ (revue par Rood et
Cole, 1991). Les sondes dérivées de
ces deux génes ne montrent pas
d’hybridation croisée (Rood et al,,
1989). De fait, la souche positive a la
sonde CatQ n’hybride pas avec la
sonde CatP et vice-verca. Malgré
I’'emploi de ces deux sondes géné-
tiques, il reste trois souches phéno-
typiquement résistantes au chloram-
phénicol mais négatives aux sondes
CatP et CatQ (Tableau 2). Toutes
les souches a niveau intermédiaire
de résistance sont aussi négatives
avec les deux sondes CatP et CatQ
(Tableau 2). Ces souches sont inté-
ressantes car elles peuvent contenir
un autre type de géne de résistance
au chloramphénicol, soit présent
dans d’autres bactéries (catd ou
catB par exemple), soit totalement
nouveau. D’autre part, les résultats
intermédiaires d’hybridation de cing
souches avec la sonde CatP peuvent
s’expliquer soit par la contamination
de la sonde par de I'ADN du plas-
mide vecteur, soit par la présence
dans le fragment sonde d’une sé-
quence d’ADN externe au géne
catP.

Souche Plasmide Enzyme(s) Taille™ Nom Résistance
d'origine recombinant de restriction® de la sonde de fa sonde

Cwy2 pJIR39 Sphl + EcoRl 800 pb TelP Tétracyclines
CP590 pJIR62 Hinfl + EcoR| 631 pb CatP Chloramphénicol
CW92 pJIR260 Dral + Pstl 350 pb CatQ Chloramphénicol
JIR237 pJIR233 LcoR1 + Hind3 500 pb ErmBP MLS:

° Enzymes de restriction d utiliser pour dériver le fragment sonde

* pb = paires de base

" MLS = macrolides-lincosamides-streptogramines
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En conclusion, la technique de I’hy-
bridation ADN-ADN sur colonies
représente un moyen d’investigation
des résistances de C. perfringens vis a
vis des tétracyclines. En ce qui
concerne le chloramphénicol, cing
souches (3,5%) donnent des résul-
tats discordants, dont 3 souches ré-
sistantes (2% des souches testées)
qui ne répondent ni 4 la sonde CatP
, ni a la sonde CatQ. Par contre, une
autre sonde génétique est nécessaire
pour 'étude de la résistance vis & vis
des macrolides-lincosamides-strep-
togramines.

Corollairement, la comparaison des
résultats des deux techniques per-

met de considérer les souches a ni-
veau intermédiaire de résistance aux
tétracyclines comme des souches ré-
sistantes. Par contre, il est possible
que les souches a niveau intermé-
diaire de résistance vis a vis du chlo-
ramphénicol et de Iérythromycine
soient & classer en tout ou en partie
comme souches ne possédant en fait
pas de génes de résistance & ces
antibiotiques. Des travaux ultérieurs
permettront de répondre a cette
question.

Enfin, ces travaux montrent qu’il est
envisageable d’utiliser la technique
d’hybridation ADN-ADN sur colo-
nies pour suivre I’évolution de I'anti-
biorésistance des bactéries difficiles

TABLEAU 2

a tester de maniére classique. Ce
genre de test peut facilement se réa-
liser sur un trés grand nombre de
souches dans un laboratoire spécia-
lis¢é et a intervalles réguliers de
temps.
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Comparaison des résultats de Pantibiogramme classique et de Phybridation sur colonies
pour les résistances aux tétracyclines, au chloramphénicol et a Pérythromycine de 145 souches de C. perfringens.

Antibiotique :

Oxytétracycline

Génotype/Phénotype Résistantes Intermédiaires Sensibles Total
Sonde TetP + 10 89 0 99
— 0 0 46 46
Total 10 89 46
Chloramphénicol
Génotype/Phénotype Résistantes Intermédiaires Sensibles Total
Sonde CatP + 10 0 0 10
+/— 3 0 2 5
- 4* 26 100 130
Total 17 26 102
Sonde CatQ + 1 0 0 1
— 16 26 102 144
Total 17 26 102
© L une deees quatre souches est eelle qui est positive i a sonde CatQ.
Erythromycine
Génotype/Phénotype Résistantes Intermédiaires Sensibles Total
Sonde ErmBP + 8 0 0 8
— 9 13 1S 137
Total 17 13 115
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SUMMARY

Study of antibiotic resistance of
Clostridium perfringens with
gene probes.

Resistance of Clostridium perfrin-
gens isolates was investigated by
the colony hybridization assay with
four gene probes derived from
Clostridium perfringens genes co-
ding for resistance to chloramphe-
nicol {CatP and CatQ probes), ma-
crolide-lincosamide-streptogramin
(ErmBP probe) and tetracyclin
(TetP probe). Genotypic results
were compared with the phenoty-
pic results obtained by the paper
disc method using discs for chlo-
ramphenicol (30 microg), erythro-
mycin (15 IU) and oxytetracyclin
(30 IU). One hundred thirty-seven
wild-type isolates and eight control
strains of C. perfringens were stu-
died. If the probes of this study
showed a high degree of specificity
(98 to 100%), their sensitivity to de-
tect the resistance of C. perfrin-
gens to antibiotics differed: 100%
for TetP, 82% for CatP and CatQ
(32% including the isolates with in-
termediate level of resistance to
chloramphenicol), 47% for ErmBP
(26% including the isolates with in-
termediate level of resistance to
erythromycin). Isolates with inter-
mediate level of resistance may be
sensitive isolates because antibio-
tic activity can be reduced in a CO2
atmosphere.
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