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EVALUATION DU RAPD (RANDOM AMPLIFICATION OF POLYMORPHIC DNA
COMME OUTIL POUR L=EPIDEMIOSURVEILLANCE DE LA LISTERIOSE
EFFECTUEE PAR LE CENTRE NATIONAL DE REFERENCE DES LISTERIA

Jacquet CH.!, Catimel B.", Veit P.2", Rocourt J.!

In order to evaluate RAPD to characterize strains during epidemiological investigations, 14 primers (previously
published for Listeria) were tested using DNA of 45 L. monocytogenes strains. These strains belonged to serovar
4b and phage-type 2389 :2425 :3274 :2671 :47 :108 :340, and were recovered from several outbreaks (California
in 1985, Switzerland in 1983-87, Denmark in 1987 and France in 1992). These strains belonged to 28 different
groups of pulsovar.

The number of RAPD profils found ranged from 1 to 4 according to the primer. Four primers exhibited 3 to 4
types characterized with at least 5 amplified fragments. With each of these primers a major profil clustered at
least 80% of the strains. A combination of the resuits from these 4 primers yielded 9 RAPD profils, one clustering
about 75% of the strains.

En France, lors d’'une épidémie de listériose humaine, le réle du Centre National de Référence des Listeria est :
de détecter 'émergence d'une souche de Listeria monocytogenes particuliére, d'identifier les cas épidémiques
pour 'enquéte cas-témoin et le suivi de I'épidémie, et de participer B l'identification du véhicule alimentaire B
origine des cas par comparaison des souches isolées chez les patients et celles isolées dans les aliments
suspectés suite aux investigations épidémiologiques. Dans un premier temps, les souches sont caractérisées
par sérotypie et lysotypie. L'ensemble des résuitats est confirmé dans un deuxiéme temps par Panalyse des
profils de macrorestriction d’ADN. Cette méthode a montré tout son intérét lors des précédentes épidémies
observées en France en 1992, 1993 et 1995, mais présente I'inconvénient majeur d’étre relativement longue (il
faut environ 10 jours pour un résultat avec 2 endonucléases telle que la technique est pratiquée au laboratoire).
Aussi, dans le but de développer en routine une méthode permettant une discrimination des souches proche de
celle observée avec 'analyse des fragments de macrorestriction, mais beaucoup plus rapide, la méthode de
Random Amplification of Polymorphic DNA (RAPD) a été évaluée.

Le pouvoir discriminant du RAPD a été étudié sur FADN chromosomique de 45 souches particuliérement
difficiles B différencier ; en effet, ces souches appartiennent toutes au sérovar 4b et au lysovar
2389:2425:3274:2671:47:108:340 ; ces caractéristiques sont celles des souches B l'origine des épidémies de
Californie en 1985, de Suisse en 1983-87, du Danemark en 1988 et de France en 1992 ; ces souches
appartiennent B 28 combinaisons de profils de macrorestriction avec les endonucléases Apal et Smal. Quatorze
amorces, 3 de 20 nucléotides, les autres de 10, et ayant fait I'objet de travaux publiés sur Listeria, ont été
testées. De 1 B 4 profils ont été diftérenciés suivant 'amorce considérée, mettant en évidence 5 fragments
amplifiés au minimum. Pour les 4 amorces les plus discriminantes, chaque profil majoritaire regroupe plus de
80% des souches étudiées. Les profils minoritaires regroupent de 1 B 4 souches. En combinant les résultats
obtenus avec les 4 amorces les plus discriminantes, 9 groupes ont été déterminés, I'un regroupant plus de 75%
des souches et les pulsotypes caractéristiques des épidémies de France en 1992, de Suisse, du Danemark et
de Californie.

La technique de RAPD est beaucoup plus discriminante que la sérotypie et la lysotypie (1 sJrovar ou 1 lysovar
contre 9 groupes), mais moins discriminante que I'analyse des fragments de macrorestriction d=ADN. Les
résultats obtenus ont confirmé la grande homogénéité des souches étudiées, comme cela a déja été montré par
d'autres méthodes telles que la ribotypie et I'étude des isoenzymes ; cette étude a également confirmé l'intérét
pratique du RAPD et l'intérét de disposer d’un tel set de souches pour I'évaluation du pouvoir discriminant de
toute méthode de typage applicable & L. monocytogenes.
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