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DYSENTERIE A SHIGELLA ET ESCHERICHIA COLI
ENTEROINVASIFS.
DIAGNOSTIC PAR HYBRIDATION ADN/ADN.

L}

S par.
H. D'"HAUTEVILLE', R. VICENS?, P. COULANGES? et P.J. SANSONETTI'

INTRODUCTION

La dysenterie bacillaire ou shigellose est une maladie endémique dans le monde
entier, mais pose un probléme tout particulier dans les régions intertropicales et les
pays en voie de développement ol Shigelia flexneri est |’ espéce prévalente et S.
dysenteriae est responsable d épidémies meurtriéres. D'autres espéces peuvent
étre isolées telles S. sonnei et S. boydii ainsi que certaines souches d'E. co!: trés
proches des Shigella appelées E. coli entéroinvasifs ou ECEI.

La principale étape dans la physiopathologie de la shigellose est la capacité
qu’ont ces bactéries de pénétrer dans les cellules de I'épithélium colique, de s’y
multiplier et de finalement les tuer. Ce phénotype invasif donne lisu & des lésions
intestinales faites d’abcés et d’ ulcérations qui sont responsables des symptomas
observés au cours de la dysenterie.

" Cette étape critique du pouvoir pathogéne des Shigella et des ECEl est sous le
contréle d’un plasmide de 220 kbases (kb). Tous ces plasmides partagent un trés
haut niveau d"homologie et les séquences plus particulidrement impliquées dans
I'invasivité apparaissent hautement conservées [4, 7, 8, 9, 10, 11, 13].

I devient donc possible d’exploiter I’homologie de ces séquences conservées
pour détecter des Shigelles et des ECEl par hybridation ADN/ADN a |'aide d’une
sonde nucléotidique spécifique. Ce travail a reposé sur I’utilisation d' une sonde
ADN de 17 kb. L"hybridation a été effectuée sur des colonies bactériennes isolées et
des selles dysentériques.

La sonde a été choisie sur la base d'études des séquences plasmidigues
impliquées dans l'invasivité d’une souche de S. flexneri du sérotype 5 appelée
MBS8OT. Des études préalables utilisant la mutagénése a |'aide du transposon Tnb
avaient montré que les insertions de ce transposon inactivant la pénétration
pouvaient étre cartographiées au sein de trois fragments EcoR1 quasi contigus
d’un poids moléculaire respectifde 7,5, 11,5et 17kb[4]. Le fragmentde 17 kb avait
6té reconnu comme le plus sensible dans la détection des quatre espéces de
Shigelia etles souches d’ ECEl par hybridation surdes colonies isolées[ 8 ]. Le travail
a donc consisté & |"évaluation de |’ efficacité de cana sonde ADN de 17 kbasas en
région d'endémie a Madagascar

(1) Service des Entérobactéries, U. 199 INSERM, Institut Pasteur, Paris.

.{2) Laboratoire de Bactériologie, Institut Pasteur, Tananarive.
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La détection des Shigella et des ECEl sur colonias isolées, directement dans des
selles ou dans des produits contaminés (eau, nourritiire) est un probléme majeur
dans les pays en voie de développement oli ces aspbces constiluent un pourcentage
parfois important des agents responsables de diarrhées et surtout de diarrhées
graves avec syndrome dysentérique,®Une telle situation exige un diagnostic rapide
de fagon & meitre en ceuvre un traitement immédiat ainsi qu'un outil
épidémiologique fiable permettant I’étude simple de nombraux isolats.

Les tschhiques classiques de détection ne sont souvent pas suffisamment
rapides et sensibles. Il n'existe pas de milieu d’enrichissement spécifique et
I'identification doit faire appel & des techniques bactériologiques, immunologiques
et finalement & différents tests de virulence: test de Sereny| 12] invasion de
cultures cellulaires[3].

Une techmque d’ hybri&a.tion ADN/ADN permettant |’expertise d'un’nombre
important de souchas {plusieurs centaines en une expeérience) dans des conditions
de sensibilité et de spécificité satisfaisantes, utilisable & la fois sur des colonies
isolées et des produits pathologiques, répondrait aux critdres exigés.

La situation 3 Madagascar est marquée depuis plusieurs décades par la

~survenue d’épidémies de shigellose d’importance et de durée variabie selon les

régions. Le germe prévalent a été longtemps S. dysenteriae 1 mais S. flexner/ est

' isolée de plus en plus fréguemment.

En 1979 par exemple, les Shigella représentaient enviren 5 p. 100 des isolatsau
cours des diarrhées. Parmi celles-ci, 70 p. 100 appartenaient d I'espéce S. flexneri
et seulement5,7 p. 1004 I'espéce S. dysenteriae[ 5]. Al'heure actuselle, par rapport
4 ce bruit de fond, il existe chague année, au premier et dernier trimastre, une
épidémie de dysenterie sur la Céte Est du pays. Cette épidémie n'a pu étre
expertisée jusqu’a présent sur le plan bactériologique compte tenu des conditlons
locales et de la distance séparant cette région de Tananarive.

Il estdonc apparu intéressant de tester | efficacité de la sonde ADN Sh.fgeﬂa» de
17 kb dans une telle situation & deux nweaux

— au laboratoire fui-mé&me afin de confirmer la fiabilité de cette sonde par une
étude comparative de |'identification par les méthodes bactériologiques classiques
et par I'hybridation moléculaire des isolats appartanant aux especes Sh.rgeﬂa et
. ECEL

— - sur le terrain afin d'évaluer la ﬁossibilité d'utiliser la sonde directement sur
du matériel pathologique, c’est-d-dire, d"effectuer |’ hybridation, donc la recherche
des génes spécifiques, sur un aliquot de selles dysentériques.

 MATERIEL ET METHODES

Souches bactérisnnes

Un total de 45 souches ont été étudides: douze souches d'entérobactéries
isolées, conservées et identifiées & |'Institut Pasteur de Tananarive ; trente-trois

_ souches de colléction obtenues du |zboratoire de bactériologie médicale de I Hopital
_Militaire de Tananarive. Ces souches ont été réidentifiées par les méthodes

bactériotog_iquas habituelles. Les colonies isolées ont été lysées, leur ADN dénaturé
ot transféré sur nitroceliulose &1 capier Whatman 541 pour hybridation.
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Selles pathologigues

_ Cent vingt sept malades présentant  un syndromae diarrhéique et/ou
dysentérique ont été étudiés. Dans 109 cas, les selles ont pu étre analyséas par les
méthodes bactériologiques classiques. 109 selles ont eu un aliquot immobilisé sur
nitrocellulose pour hybridation. Dans 41 cas, une colonie représentative da la
'pop'ulat_ion bactérienne majoritaire et/ou d'apparence pathologique a aussi été
déposée sur nitrocellulose pour hybridation sur colonies.

Préparation de la sonde ADN, marquage et hybridation

Le fragment de 17 kbases issu du plasmide pWR100 impliqué dans la virulence
de S. flexnerisérotype 5(MS0T) a été cloné dans le site EcoR1 du vecteur de clonage
pBR325, fournissant une molécule recombinante, pHS4033 qui, en une étape de
coupure par EcoR1, permet d’ obtetiir la sonde[1].

La préparation de la sonde a été régulierement effectuée par coupure de -
pHS4033, & l'aide d’'EcoR1, séparation des deux fragments d’ADN sur gel
d’agarose a bas point da fusion, extraction gu fragment de 17 kbases et marquage
.au P32 par déplacement de coupure[ 6 ]. Apr&s dénaturation, la sonde marquée a été
hybridée en conditions stringentes avec les ADN immobilisés sur matrice de
nitrocellulose. :

L'hybridatian a été effectude pendant la_nuit, de méme que |'autoradiographie
qui a suivi. La durée totale de I'expérience, tous ADN immobilisés sur les filtres est
de 48 h. Plusieurs centaines d'échantillons peuvent étre testés en une seule
expénence

Préparauon. séparauon et hybridation des plasmides

Les plasmldas ont été préparés 3 partir des souches étudiées par la méthode de
iyse alcaline, séparas en électrophorése en gel d’'agarose puis 1ransférés par
buvardage sur hitrocellulose[ 2].

RESULTATS

Etude portant sur les douze souches d’antémbactéria’s isolées, identifiées et
conservées a |’ Institut Pastour de Madagascar.

Les résultats sont reportés sur le tableau 1 ai illustrés par la figure 1. La
r_nymérotation de 1 4 14 est commune & ce tableau et & cette figure. Le tableau 1 sert
* donc de légende. :

Cette étude préliminaire a permis de démontrer, sur un effectif limité de
souches, la sensibilité et la spécificité de la méthode. Parmi les douze isolats -
- initialement identifiés comme Shigella, |es trois qui n’ont pas été reconnus par la
sonde de 17 kb se sont avérés, lors de la réidentification, ne pas appartenir a cette
‘gspace. || s’agissait probablement d"une contamination du milieu de conservation .
plutdt que d’une erreur initiale d'identification. ~ ;

Par contre, I'étude des plasmides de virulence contenus dans les souches
définitivement identifiées comme Shigella, a montré dans 3 cas, la présence d’ un
plasmide de 220 kb hybridant avec la sonde et dans 6 cas, un plasmide délété
donnant néanmeins une réponse én hybridation avec la sonde. Il est connu que les
~ plasmides de virulence de 220 kb chez les Shigefla sont trés instables,
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particulierement aprés conservation prolongée en gélose. Ceci pourrait rendre -
compte des résultats tout en notant que des séquences hybridant avec la sonde
continuent & étre reconnues dans le plasmide délété, ce qui n’en diminue donc pas
la sensibilité.

Etude portant sur 33 souches de collection obtenues du laboratoire de
bactériologie médicalg de I"Hdpital Militaire de Tananarive.

Les isolats ont été réidentifiés, les colonies hybridées avec la sonde de 17kb, les
plasmides étudiés en électrophorése en gel d'agarose puis identifiés par
hybridation & I'aide de la mé@me sonde. Comme montré dans le tableau 2, 24 isolats
sur les 25 appartenant & I'une des 4 espéces de Shigella ont été identifiés par la
sonde (sensibilité =96 p. 100). Inversement, 1 isolat sur les 8 non identifiés
bactériologiquement comme Shigella a donné un signal positif (spécificité =
87,5 p. 100). L'étude des plasmides hébergés par les souches a montré que 13 des
souches de Shigella ayant hybridé avec la sonde sur colonies isolées hébergeaient
effectivement un grand plasmide de 220 kb donnant une réponse positive aprés
hybridation avec la méme sonde. Méme la souche de Shigella qui n'avait pas
hybridé sur colonie isolée possédait ce méme grand, plasmide indiquant qu’il avait
du 8tre perdu dans la colonie précédemment testée. Ceci permetdonc de considérer
la sensibilité de cette technique comme étant de 100 p. 100. Les. onze autres
souches de Shigella hébergeaient un plasmide de plus petit poids moléculaire qui
hybridait cependant avec la sonde. Ces résultats sont illustrés sur la figure 2.

Il faut aussi noter que le seul faux positif observé concerne une souche de
Proteus morganii dont on sait que certains isolats sont considérés comme invasifs
pour les cellules eucaryotas.

Résultats de |'dtude réalisée au cours d'une épidémie de syndromes
dysentériques sur la cote est de Madagascar.

Les résultats de cette étude sont présentés sur le tableau 3. Seuls y sont reportés
les résultats des hybridations sur échantillons de selles pathologiques lorsqu’ils
étaient confrontables avec une étude bactériologigue, soit 93 échantillons.

Sur les 108 selles diarrhéiques et/ou. dysentériques analysées
bactériologiquement, une souche de Shigella a pu étre isolée dans 13,7 p. 100 des
cas. Si I'on considére les £. coli LDC- comme de possibles ECEl, cela améene a
33p. 100 le nombre de souches entéroinvasives potentielles. Cependant, aucune
tendance épidémique n'a pu étre observée car les souches de Shigella isolées
étaient d’espéces différentas. Dans ce contexte, la sonde de 17 kb s’est avérée
plutét déeevante avec une sensibilité de 22 p. 100 trés faible par rapport aux
100 p. 100 sur colonies isolées. La spécificité pourrait par contre, étre sous-estimée
en cas de Shigella présentes dans les selles mais non détectées par les technigues
bactériologiques classiques. Ceci est cependant improbable compte tenu de la
médiocre sensibilité ci-dessus mentionnée.

; i : :

Il ne semble donc pas, selon les techniques utilisées dans cette étude, que cette
méthode puisse étre, dans I'immédiat, utilisée sur le terrain pour le traitement
direct d’échantillons pathologiques.
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CONCLUSION

La sonde ADN de 17 kb qui a été clonée a partir du plasmide pWR 182 codant pour
I'invasivité de S. flexneri reconnait |I'ensemble des espéces appartenant au genre
Shigella avec une excellente sensibilité (- 100 p. 100 sous réserve de la persistance
du plasmide) et une spécificité raisonnable (87,5 p. 100) sous réserve qu'il s'agisse
d"hybridation réalisée sur colonies isolées. Ce probléme des faux positifs observés
n’est pas totalement résolu. Deux hypothéses principales peuvent étre avancées:
I"'existence de séquences invasives cryptiques au sein de plasmides appartenant a
d’autres espéces ou |’ existence, au seinde la séquence de 17 kb, de séquences type
IS largement représentées au sein des bactéries entériques.

Plutét que de caractériser plus précisément cette sonde afin de tenter de
répondre directement a ces deux questions, il nous parait raisonnable d’ exploiter
des donnees plus récentes obtenues dans notre laboratoire afin de définir une -
sonde plus petite et de préférence intra-génique. Certains peptides codés par le
plasmide de virulence pWR100 sont tres proches et présentent une antigénicité
croisée qui rend certainement compte d un haut degré de conservation di & leur
fonction dans I'invasion des cellules. Leurs séquences génétiques devraient étre
aussi hautement conservées. Les génes de certains d’entre-eux ont été clonés,
permettant d’envisager I'évaluation de sondes d'environ 1 kb.

La mise au point de techniques de marquage non radioactif des sondes devrait
faciliter le développement de telles techniques. .

Bien que nous ayions dés le début anticipé des problémes, nous avons été trés
dégus par I'absence de sensibilité de la méthode d’hybridation employée
-directement sur des échantillons de selles pathologiques(22 p. 100} ainsi que par sa
médiocre spécificité. Les essais ultérieurs devront prendre en compte ces résultats :

— croissance préalable de |'échantillon de selles en milieu sélectif pour les
bactéries entériques,

— traitement plus drastique des échantillons afin d'augmenter Ia lyse
bactérienne et la dispersion de I ADN ainsi que pour éliminer le mucus et les
protéines qui peuvent induire une fixation non spécifigue de la sonde.
(Mucolytiques, protéinase K...).

Les «faux positifs» observés dans cette étude pourraient correspondre a une plus
grande sensibilité de la sonde par rapport a la méthode bactériologique d'autant que
toutes les colonies présentes sur le milieu d'isolement de la coproculture ne sont
- pas systématiquement . identifiées. Cependant, la faible sensibilité observee va
contre cette hypothése. De plus, I'absence de situation épidémique dans I’ étude
réalisée (nombre limité de cas de dysenterie et isolats de Shige/la appartenant des
espéces différentes) rendent encura plus difficile une telle hypothése,

L hybridation ADN/ADN est un remarquable outil dlagnoanue perinettant de
larges études d'épidémiologie moléculaire. De tellas techniques doivent
maintenant étre mises 4 I’ épreuve d’ une utilisation sur le terrainen particuhier dans
les pays en voie de développement. Ce travail dégage, sur un exemple pratique, ies
inconvénients et les limites d’une telle approche.
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Figure 1: Autoradiographie effectuée aprés hybridation ‘sur colonie & I'aide de la

sonde ADN de 17 kb marquée au P32, La numérotation correspond a celle
‘présantée sur le tableau 1, :
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TABLEAU |

N°® Identification. ‘Résuitat hybridation Réidentification

bactérie initiale sur colonie avec la bactériologique
: sonde 17 kb :

1 8 flexneri + S. flexneri

2 -8 boydii — K. pzenae

3 8. dysenterige + S. dysenteriae

4 S. sonnei - E. cofi

5 S. sonnei + S. sonnei

6 S. flexneri + S. flexneri 1

7 8. sonpei + 8. sonnei

8 §. sonnei * S. sonnei

9 S. dysenteriae - E. coli

10 S dysenteriae + 8. dysenterféa' 1

11 S boydii + S. boydii &

12 S. sonnei + $. sonnei

13 8. flexneri + Contrdle positif

14 £ coli = Contrale négatif

TABLEAU 2

Sensibil |té et speclfll:lté de la sonde de 17 kb pour le diagnostic desSh.'geﬂa sur 3330uches

- de collection de I'Hﬁprtal Militaire de Tananarwe

Identification
bacténolog;que

+

Hybridation avec la sonde de 17 kb

Sh.'gaﬂa spp _
Non Shigella

24
1

TABLEAU J

Utilisation de la sonde de 17 kb pour le diagnostic au sem

de 93 échantillons de selles dysen'hér{ques

Identification
-bactériologique

Hybridation positive avec la sonde de 17 kb
-sur échantillons de selles pathclnlagiques

Shigella

" E. coliLDC*

* Total

E coli LDC™ =

Autres =17

N oo W

Sensibilité

22%
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