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Résumé — Une technique moléculaire d’hybridation sur colonies bactériennes a été dé-
veloppée pour rechercher les souches de Vibrio cholerae dans I'eau de I'estuaire de la
Rance. Une séquence de 22 nucléotides sélectionnée a I'extrémité de la région 16S de
I'espace intergénique 16S-23S de 'ADN de V. cholerae a été marquée a la digoxygénine
(DIG). La spécificité et la sensibilité de la sonde ont été démontrées d’une part par hybrida-
tion avec des souches de V. cholerae provenant de la Collection de I'Institut Pasteur et de
la collection du Centre National de Référence des Vibrions et du Choléra, d’autre part par
I'absence d’hybridation avec des souches appartenant a 31 autres espéces du genre Vibrio
et a 5 autres genres bactériens. Lhybridation sur colonies permet une détection spécifique
de V. cholerae dans des échantillons d’eau parmi une population microbienne hétérogéne,
apres enrichissement puis isolement sur milieux sélectifs, la gélose TCBS classiquement
utilisée pour la recherche des vibrions ou un milieu mANA, non inhibiteur mais favorisant
la croissance de cette espece. Elle permet aussi de détecter V. cholerae aprés étalement
direct de I'échantillon d’eau sur le milieu GNAm, sans étape préalable d’enrichissement,
ce qui améliore la sensibilité de la détection de V. cholerae d’un facteur 10. Cette méthode
pourrait s’appliquer a la surveillance microbiologique de I'environnement marin et des pro-
duits qui en sont issus.

Mots clés — Sonde, milieu sélectif, hybridation sur colonies, échantillon environnemental,
V. cholerae

Abstract — A rapid and efficient molecular method based on culture selective medium
and colony hybridization assay was developed to identify V. cholerae in water sam-
ples of Rance estuary. A 22 nucleotide sequence of the 16S-23S rDNA region was la-
beled with digoxigenin and evaluated for specificity and sensitivity by dot blot and colony
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hybridization with strains from the Collection de I'Institut Pasteur and environmental and
clinical isolates of V. cholerae from the collection of the Centre National de Référence des
Vibrions et du Choléra. The probe hybridized with all strains of V. cholerae. No isolates of
species other than V. cholerae or other genera hybridized with the probe. This molecular
technique allows specific detection of V. cholerae strains in mixed microbial populations
from water samples, after enrichment procedure and growth on selective culture media,
TCBS agar or mGNA, less selective but favoring the growth of this species. Moreover,
this method increases the recovery of V. cholerae (10-fold higher) and can be used for its
detection in natural samples after direct plating on mGNA, without prior enrichment. By
this way, the laborious classic approach to control bacteria contamination in environmental
marine water and seafood could be simplified.

Key words — Probe, selective medium, colony hydridization assay, environmental sample,

V. cholerae

1 INTRODUCTION

Limplication des vibrions en pa-
thologie humaine est surtout due a
I'existence du vibrion cholérique, agent
du choléra, appartenant aux séro-
groupes O1 et 0139 de I'espece Vibrio
cholerae. Certaines souches apparte-
nant aux autres sérogroupes, appelées
V. cholerae non-O1/non-0139, égale-
ment pathogénes pour 'homme, sont
a lorigine de gastro-entérites, de Ié-
sions cutanées, d’otites et plus rare-
ment de septicémies dont I'évolution
peut étre fatale chez les sujets immu-
nodéprimés. Ces infections font suite
a un contact avec une eau douce ou
saumatre, ou sont associées a une
consommation de fruits de mer (Lesne
et Fournier, 1998; Geneste et al,
2000). En France, le nombre de cas
demeure peu élevé, mais il est pro-
bable que le réle de V. cholerae non-
0O1/non-0139 dans le déclenchement
de gastro-entérites soit sous-estimé.

Les souches de V. cholerae non-
O1/non-O139 sont adaptées aux
conditions halophiles du milieu marin.
Elles sont donc constamment rencon-
trées dans 'eau de mer, les sédiments

et les coquillages des estuaires et du
littoral francais. Leur prévalence et leur
concentration sont étroitement liées a
la température de I'eau, le développe-
ment de cette espéce étant important
en période estivale (Croci et al., 2001).

Outre la variation saisonniére prévi-
sible, plusieurs facteurs peuvent étre
aujourd’hui a lorigine du développe-
ment de cette espéce bactérienne
et faire craindre, par voie de consé-
quence, une augmentation de I'expo-
sition de la population a V. cholerae
non-O1/non-0139. Le réchauffement
planétaire, 'anthropisation du milieu lit-
toral due au rejet des matieres or-
ganiques, aux effluents des stations
d’épuration (Baron et al., 2002 ; Quilici
et al, 2002) et au réchauffement de
leau par certaines activités indus-
trielles participent a la contamination
bactérienne et font craindre une aug-
mentation des infections a V. chole-
rae non-O1/non-0139. De plus, la mo-
dification de I'équilibre naturel de la
flore bactérienne marine telle quelle
est observée actuellement pourrait
étre préjudiciable au développement
de laquaculture. Les coquillages, de
par leur fonction de nutrition et de
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filtration d'importants volumes d’eau,
concentrent les polluants bactériens
et, de toute évidence, la flore bacté-
rienne des bivalves est le reflet de
la flore marine environnante (Lesne,
1992 ; Feldhusen, 2000). La consom-
mation de ces produits, de plus en plus
appréciés en raison de leur qualité dié-
tétique, peut présenter d’autant plus
de risques sanitaires que les habitudes
alimentaires incitent & consommer ces
aliments a I'état cru ou peu cuit. En-
fin, comme les souches de V. chole-
rae appartenant aux sérogroupes O1
et O139 partagent la méme niche éco-
logique que les souches de V. chole-
rae non-O1/non-0O139, le développe-
ment ou linstallation de populations
bactériennes toxinogénes dans I'envi-
ronnement marin frangais ne peut étre
totalement exclu (Ruiz et al., 2000).

Les souches de V. cholerae non-
O1/non-0O139 pourraient devenir des
pathogénes importants en santé pu-
bligue et, a ce jour, 'impact de I'ex-
position de la population a ces agents
infectieux n'est pas connu avec préci-
sion. Aussi, une surveillance microbio-
logique de la mer et des produits qui en
sont issus présente donc le double in-
térét d’assurer un contrble sanitaire au
niveau de la consommation des pro-
duits de la mer et un contréle écolo-
gique de I'évolution de la flore bacté-
rienne marine.

Actuellement, aucune méthode de
référence n’est disponible pour la dé-
tection et/ou le dénombrement de
V. cholerae non-O1/non-0O139. Dans
la mesure ou les indicateurs de pol-
lution fécale traditionnellement utili-
sés pour le controle sanitaire des
eaux ne renseignent pas sur I'impor-
tance quantitative de la contamination
par les vibrions, il faut utiliser des

techniques adaptées a leur détection.
Aussi, la recherche et le dénom-
brement de V. cholerae s’effectuent
selon les méthodes bactériologiques
conventionnelles qui consistent a re-
vivifier les bactéries dans un milieu
d’enrichissement, tout en favorisant la
croissance sélective des Vibrio par
rapport aux autres espéeces bacté-
riennes présentes dans I'échantillon.
Aprés isolement du milieu d’enrichis-
sement sur gélose sélective TCBS
(Thiosulfate Citrate Bile Saccharose),
'appartenance des colonies suspectes
fermentant le saccharose a I'espéce
V. cholerae est confirmée par I'étude
compléte des caracteres culturaux et
biochimiques. La concentration bacté-
rienne est déterminée par la méthode
du nombre le plus probable (Sakazaki,
1992; Elliot et al., 1995), a partir des
bouillons d’enrichissement dans les-
quels la présence de I'espéce V. cho-
lerae a été confirmée. Cette tech-
nique classique est longue a mettre en
ceuvre et le milieu TCBS présente de
nombreux inconvénients de par la va-
riation de sa composition d’un fabri-
cant a l'autre, voire d’un lot a l'autre
pour un méme fabricant. En outre, le
choix des colonies fermentant le sac-
charose a un caractere aléatoire. Ce
milieu ne permet de repérer ni la to-
talité des souches de V. cholerae pré-
sentes dans I'échantillon étudié, ni les
isolats de cette espéce ne fermentant
pas le saccharose et donc considérés
comme non suspects (Desmarchelier
and Reichelt, 1984).

En alternative a cette démarche
bactériologique longue et fastidieuse, il
s’avere nécessaire aujourd’hui de dis-
poser de méthodes moléculaires vi-
sant a améliorer tant la sensibilité de
la détection que le délai de réponse.
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2 MATERIEL ET METHODES

2.1 Origine des souches
étudiées

Les souches proviennent de la Col-
lection de I'Institut Pasteur, du Centre
National de Référence des Vibrions et
du Choléra ou du Laboratoire d’Etudes
et de Recherches en Environnement
et Santé de I'Ecole Nationale de la
Santé Publique a Rennes. Un total de
59 souches de V. cholerae a été étudié.
Douze souches sont d’origine humaine
et 47 souches ont été isolées d’échan-
tillons d’eaux douces, saumatres ou
marine collectés dans l'estuaire de la
Rance (Bretagne, France), de mai a
octobre 2000. Par ailleurs, 68 souches
appartenant a 31 autres espéeces du
genre Vibrio, comprenant la souche
type de chaque espece, ont été asso-
ciées a I'étude. Huit souches apparte-
nant aux genres Aeromonas, Entero-
bacter, Pseudomonas, Shewanella et
Sphingomonas, fréquemment rencon-
trés en milieu aquatique, ont égale-
ment fait partie de I'étude.

2.2 |dentification de V. cholerae
par une technique d’hybridation
moléculaire

Une méthode moléculaire d’hybrida-
tion in situ sur colonies bactériennes
a été mise au point pour détecter
les souches de V. cholerae présentes
dans l'eau. Le protocole expérimental
est présenté dans la figure 1.

2.3 Choix de la sonde
Chez les bactéries, il existe 3 génes

ribosomiques (5’-16S-23S-5S-3’) sé-
parés par des espaces intergéniques.

Le groupe de Rita Colwell aux Etats-
Unis (Chun et al, 1999) a étudié
la région qui sépare les génes ribo-
somiques 16S et 23S de V. chole-
rae. A lintérieur de cette région, une
séquence oligonucléotidique, prVC-F,
complémentaire de I'espace intergé-
nique situé du coté 3’ de '’ADN riboso-
mique 16S, a été sélectionnée. Cette
séquence de 22 nucléotides a été mar-
quée a la digoxygénine a son extrémité
5’ et utilisée comme sonde (Fig. 2).

3 RESULTATS

3.1 Vérification de la spécificité
et de la sensibilité de la sonde
prVC-F

Aucune des souches de Vibrio ap-
partenant a une espéce autre que
V. cholerae, et aucune des souches
appartenant a un autre genre bacté-
rien, n’a hybridé avec la sonde utilisée.
En revanche, les 59 souches appar-
tenant a I'espece V. cholerae, quelle
que soit leur origine, humaine ou en-
vironnementale, ont hybridé avec la
sonde. Ces résultats montrent que la
séquence recherchée par hybridation
est, d'une part, tres spécifique de I'es-
péce V. cholerae et permet, d’autre
part, la détection de toutes les souches
appartenant a l'espece (Tab. 1). La
mise en évidence de cette séquence
permet donc d’identifier aussi bien les
souches de vibrions cholériques, res-
ponsables du choléra et dont I'origine
est le plus souvent humaine, que les
souches de V. cholerae non-O1/non-
0139 largement distribuées dans I'en-
vironnement marin.
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Culture des colonies bactériennes sur TCBS ou GNAm 18h a 37°C
N
Réplique sur membrane de nylon
N
Dénaturation, neutralisation, fixation de ’ADN, 1h a 80°C
{
Traitement a la protéinase K (20 mg/mL)
{
Préhybridation, 1h a 42,5°C
{
Hybridation a 42,5°C avec la sonde prVC-F marquée a la DIG (25 ng/mL)
N
Détection par coloration ou bioluminescence avec

des anticorps anti-DIG conjugués a la phosphatase alcaline

Fig. 1. Méthode moléculaire d’hybridation sur colonies bactériennes.
Fig. 1. Molecular method of colony hybridization assay.

, VCF VCMR
Size 165 DNA m.} " & 235 ONA

670686 bp

1DNA

5’-(DIG)TTA AGC STT TTC RCT GAG AAT G-3'

Fig. 2. Représentation schématique de I'espace intergénique ribosomique 16S-23S de V. cholerae et
séquence de la sonde prVC-F utilisée.

Fig. 2. Schematic representation of 16S-23S rRNA intergenic spacer region of V. cholerae and se-
quence of the probe prVC-F used.
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Tableau 1. Hybridation sur colonies de souches de Vibrio species et de souches appartenant a

d’autres genres bactériens avec de la sonde prVC-F.

Table 1. Colony hybridization of strains of Vibrio species and strains of other genera with the prVC-F

probe.
Microorganisme Origine Nombre de Hybridation
souches étudiées avec la sonde

V. cholerae non-O1/non-O139 Homme 4 Positive
Environnement 47 Positive

V. cholerae O1 Homme 8 Positive

V. cholerae 0139 Homme 1 Positive

Autres espéeces de Vibrio (31)  Homme ou 68 Negative
Environnement

Autres genres bactériens Environnement 8 Negative

3.2 Application de I’hybridation
in situ a I’étude des prélevements
d’eau saumatre

apreés enrichissement et culture
sur milieux TCBS et gna modifiée
(GNAm)

Lestuaire de la Rance, situé dans le
Nord-ouest de la France, a été le site
choisi pour I'application de la technique
d’hybridation in situ a I'étude de prélé-
vements d’eau saumatre.

Lhybridation avec la sonde prVC-F
a été réalisée sur membrane de ny-
lon, a partir de la réplique des colonies
bactériennes isolées apres enrichis-
sement sur gélose TCBS ou Gélose
Nutritive Alcaline (Dodin and Fournier,
1992) modifiée par la suppression de
NaCl (GNAm). Ce milieu de culture est
moins inhibiteur que le milieu TCBS
pour la croissance des vibrions mais
reste sélectif par sa composition pour
I'espece V. cholerae, qui a la capacité
de croitre en I'absence de sel, contrai-
rement a la plupart des espéces de
Vibrio, qui sont halophiles.

Lidentification biochimique des co-
lonies hybridées et non hybridées a
confirmé que seules les souches de
V. cholerae sont reconnues spécifique-
ment par la sonde prVC-F. Par ailleurs,
la comparaison des résultats obtenus
sur milieu GNAm d’une part, et sur mi-
lieu TCBS d’autre part montre que le
nombre de colonies hybridées sur la
membrane provenant du milieu GNAm
est trés supérieur au nombre de colo-
nies hybridées sur la membrane prove-
nant du milieu TCBS (respectivement 4
et 47 colonies hybridées), bien que ces
2 milieux de culture aient été ensemen-
cés avec le méme bouillon d’enrichis-
sement et a la méme dilution (Fig. 3).
Cette observation révéle le caractere
moins inhibiteur du milieu GNAm pour
la croissance de V. cholerae. De plus,
le rapport du nombre de colonies hy-
bridées sur le nombre total de colo-
nies présentes sur chacun des deux
milieux est identique, ce qui montre
que les milieux TCBS et GNAm ont le
méme caractére de sélectivité vis-a-vis
de V. cholerae.
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TCBS

GNAmM

Fig. 3. Hybridation de colonies de V. cholerae avec la sonde prVC-F aprés culture sur milieux TCBS

(gauche) et GNAm (droite).

Fig. 3. Colony hybridization of V. cholerae with the prVC-F probe after growth on TCBS (left) and

mANA (right).

3.3 Détection de V. cholerae

par hybridation sur colonies
aprés étalement direct

des prélevements d’eau saumatre
sur GNAm

Lexamen d’échantillons collectés
dans I'environnement est délicat car
la flore bactérienne associée aux vi-
brions est abondante et il importe
de détecter, parmi toutes les colo-
nies qui ont poussé, celles qui appar-
tiennent a I'espéce V. cholerae (Oliver
et al., 1983). Des essais ont été réali-
sés sur GNAm apres étalement direct
d’eau saumatre prélevée dans l'es-
tuaire de la Rance, sans étape préa-
lable d’enrichissement. La révélation
de I'hybridation de la sonde avec les
souches de V. cholerae a été amélio-
rée en remplagant les substrats enzy-
matiques chromogénes, donnant des
produits colorés de trop faible inten-

sité pour étre utilisés en routine, par
un substrat bioluminescent permettant
ainsi d’améliorer le seuil de détection.

Lhybridation de la sonde avec les
souches de V. cholerae a été révé-
Iée par un signal trés intense (fig. 4).
Cependant, une mise au point de la
détection avec ce type de marquage
utilisant la bioluminescence s’avere
nécessaire, la grande sensibilité du
systeme pouvant favoriser l'appari-
tion de réactions faussement positives.
Cette technique est actuellement éten-
due a la recherche de V. cholerae dans
des échantillons d’eau de mer prélevés
sur le site de Gravelines (Nord).

4 CONCLUSION

La technique d’hybridation in situ
s’avere intéressante pour la détection
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Fig. 4. Hybridation de colonies de V. cholerae avec la sonde prVC-F aprés étalement direct d’eau
saumatre sur GNAm, sans étape préalable d’enrichissement.

Fig. 4. Colony hybridization of V. cholerae with the prVC-F probe after growth on mANA without prior

enrichment.

spécifique de V. cholerae parmi une
flore associée importante dans les
échantillons d’eau. Le remplacement
de la gélose TCBS par la gélose
GNAm permet la détection de V. cho-
lerae apres étalement direct d’échan-
tillons d’eau sauméatre ou d’eau de
mer, sans étape préalable d’enrichis-
sement. Enfin, I'application de cette
technique réduit a quelques jours les
délais de réponse qui sont actuelle-
ment de l'ordre de 2 semaines avec
les techniques bactériologiques clas-
siques.
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