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DYSENTERIE A S'IGÉTLA ÉT ESCHEArcHA COLI
ÊNTEROINVASIFS.

DIAGNOSTIC PAR HYBRIDATION ADN,/ADN.
pâr

H. O'HAUTEVILLET, R. VICENS,, P. COULANGES, €t P.J. SANSONETTI'

TNlRODUC ON

L! dys€nt.rie baollâr.€ ou 6hi9€lloi€€d un€môladE6ndémqu€dâna lê mond,a

6nri€r, mâi6 pose un problèmg to0l plniculisr dlns l€sré9ioni ini€nropic€losel lôs
pâys en voi€ dr. déElopD€nant oi) Shigêlb flatnê.i êst l'fipècè prévllênrc et S.

dfsent ri.. .8 rcsp,îrlbls d'épadémaeG mèunriàras. o'aut as ospàc$ pêuv€nt
ât.6 isoléê3 tôll€s S, sorrdi 6t S, ôotdrï a insi q!. cenain.a 3ouch$ d f' col tràs
proche3.1€l Sn,b6l, ôpp€lé6s É. coli onté.oinvrbils ou EoEl.

L! pnncipôlo érâp€ clsns lô phy3lopârholoen .lê ls shlgàllos€ o.r l! cêp€c'ùé
qu'onl c.s b.cÉriss.râ pénétro. d€nc læ ællule6 d,a l'é9ithélium coliqu€, do r'y
nulriDli€r ôt d€ finâ l6m€ot l€s to6r. C6 phénolypo invâÊifdonne lie! à d.s lésions
im€slinalæ f.n6s d'ab6àa st d'ulcérârioûs quilont r€spoftôbl6sdêa 3ymptôm€3
obsorvés au co'rrs dê l. dys€nrori€.

cêr€ ér.p. cririqù€ du pouvon pprhogàn. dôs ShÛdl/, êr d€s EcEl .sr sus l€
conrôl€ d'un plasmida .ls 22O kbô36s (kbl. Toua c€s plaamidss panâg€m un rès
hsul niv€au d homologi. et l€s séquonc$plu3 Fniculiàr.m6nt impliquéesdans
I inv€sivita lpDâràiss6nr hâutômênr conseryé.. [4, 7, 8, 9, lO, 11, 13].

ll devi€nl donc possibl€ d'orploit.r r'homologis d€ cê..équsncæ cons€rvéo3
pour dér6cr.r des Shig.lles st d€i ÊCEl par hyb.idation AoN/aoN à l âid6 d'ûne
3onde nr,cléoridiquô spécifiqù6. Cê l..vail a raposé sor l'utilisation d'une sonds
AoN d3 I 7 lô. L'hyù.i&rion a éré €lr.crués sur d€s coroniæ bacréri€nnos isolé€s ôt
dôs sell6 dyt€nté.iqu€3,

Ls .ond€ a été choisio sur 13 b.s€ d'élud6s ds6 réqusnæs plâ3midiqu63
lmpliqué63 dsns I invttivité d'u|l. louchs d€ S. /errdtt du sérolyp. 5 8pp€lé.
MgOL {t€3 étu(bÊ présl.Ues utilisônr lâ mua.gÉnès€ à l'âid€ du t..mPoson Tn5
aEiont monrré quê 1., ins€rùon. (b c€ Ùaniposon inactivsnr lâ 9énétration
pouvôi3dr âtre cartocrâphié6s âu aain d€ trola f.âgmanlr Eco81 quâ8i contigus
dunpoidamoléculairr..ip€ctilds7,5.11,5ê!lZtb[4].L.tisgm€nld.l7kbav!ù
éré rsconnu comm€ l. plu. !ôn.ibl. dsna l! dér€dion dos q.tatre €59à€3 d€

. Sâ,i./, ât lÔ3 soucho3 d'ECEI p.r hËridi.{lon.ur drs cololi.r isoléôs l8l la tt v.il
! donc consisré à l évâlùâtion d€ l'.ffaclcilé d. csno Êond. ADN d6 17 lba3€5 6n
région d'6ndémi€ à lu.d.g.scâr.

tl, sôri@ d.r Enréroù..dri.r u- 19o llrls€RM, lnnlrur P.s!r, P.ri..
t2l L.boru@{. d. g€cranoloar6, lnsùrul F.d.ur. t.d..nus
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l! détectjon des Sh,gel/a etdes EC€lsurcolonios isoléb6, dir€crsmenldaôsdes
s€llos ou da ns d€s piod uils coôraminés lea u. nou itùrs)€st un problème m.ieûr
dans les pays en voie dedév€lop06monr ou cBs ospàc6sconsiruo.1 un gourcentage
parlois important d€s ag€nls rcsponsables ds diarhées 6t surtour dê diârhé€s
g.âv6s awc syndromo dysonté.iq uo,lJns æll€ sibarion eiige un diagôosric rapid€
dê ldçon â merlre rraitsmênr rnmédi6r €insr qu un oulrl
épidémiologiqu€ fiabl€ permsttaft l'étLrde simpl€ d6 nombrclx i6olars.

Les Î€chniquss classiqu€s ds détærion n€ sont souveôr p€s suftisammem
râpidos 6t sensibl6s- ll n'exisl6 p€s de niliôu d'ônrichis$m€nt spécjnque er
l' identif icaiion doir lâire âppel à d€s tachniquès bàdériologiqu6s. immunologiquas
€t finâlensnt à différonts tôsts de vi.ulênce: têsr d€ S€rsnvl12l, invasion de
cultures csllulâtres[3].

Uns têchniqus d hybridarion ADN/ADN perm6ttânr l'€rp€rtise d'!n nombr.
imponânt d6 souchôs {prusiôurs cenrâinês €n ùn€ expérienc€)dânsd€s condito,ts
do s€nsibilité êt d€ spécilicité satisiaiéaôros, urjlisablo à 16 fois sur d6s coloniès
isolées ot des produits pathologiqùér répondrâit âux crirè.ss €xigés,

Lr siluaion à Madagascar ost mà.qùée d€puis plusiêurs déead€s par la
sùruênu€ d'épidémi6s d€ shis€llôss d'imponance et do duréo wriàbro sêlon lês
régions. Lo gorme prévar€nr ô 6té longlemps S. dysente.iae 1 mêis S. flatneti ês1

isolé6 d€ plus €n plùs fréquêmmênt.

En 1979parsx€mplo, l€sSâAo//, rcprés€ntôient6Dviron5p. lOOdêsisolarsau
cdrs des diaFhées. Pârmi c6ll6s-ci, 70 p.lOOappârl€nâisntà l'espèce,S. /sxrerl
et s€ulsm€nr5,7 p. 1OOà l'€spàceS. dr,serterbe l5I. al'heùrèâ6tu6llô, p€r rôpport
à cê bruit d€ tond. il 6n$€ chaquo ânné€, 3u p.smis. €t do.nior 1rim6$rê, un€
èr'démÉ d6 dysenrêri€ su. là Côr6 Ê$ dù ryys. Celt€ êp'démr6 û'a pu ètrê
Éxp€nisé€ jùsqu'à présêntsur 16 plan bactériologique com4€ tenu d8scondilions
localss et de lâ disrâncs sépsrsnr c€tro réqion de Tansnarivê.

ll €st donc a ppa.o intéressa nt d€ tester I efficàcûé de la soode ADN . Sâ&e//a ' de
17 ft dans une rell6 srruâfion à oeux 4rvsaJr'

- 6u laboratoire lui-même âfin de contùmer la liabililé ds calto sonds par une
érude comparariw de l'id€nrificarion pàr tès mérhodes bâclé.iologiqu€s classiques
€r par I hybrid6rion moléculâire dês isolârs âppâd€nant aux €spèc€s S/r/iæl/â 6l
€cEl.

- sur le l6.iârn ain d évslu€r la pussib'lité d ulihsor là sond6 drr6cr6me nl sur
du matérisl patholooiqus, c'est+-di16, d'effÊctu€r l'hybridâtion, doôc la rech€rch€
d6s gèn8s spécifiqu6s, sirr un aliqlot dê s€ll€s drserlériq!Bs.

MA|ERIEL Ef ME|HODES

Soubh.. bàctéri.nnôr

Un roiàl d6 45 sou.h€s oot éré étudiéês: .louzô 3ouch€s d ênérobactéri€s
isoléês, cons€.Éos et idsntilia€! à l'listitur P.stsur ds T.nsnari€; renr€-trois
!ouch€s cl€ colldction oblsnu$ du l€ bor.lolrs d6 bâctéiolocio médicalê ds l'tlôphâl
Militâirs .l€ Tsnanâriv€. Câs solchss ont âé réiclsntitié€s par l€s méthodes
bcÉriorogiqæs h.bjlu€lbs.l.€s cclort6. isolé€s ont élé lyséèt lèu.AONdénatud
et rânsléréiur naùocsllùlo.e sl iâpisr Whatm€n 5,41 pour hybridalion.
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S.llo. plrhologlqt|..

Csnt vingt s€pt malâdês présânlâni un syndromê diârrhéique etlou
dys€ntérique ont éré éludiés. Da.!s 109 cas,lss s€lbs ont pu ârrs ân.rysées par les
méthod€s bacté.iologiquos cbssiq uss. 1 09 s€lles onl su un âliquot inmobilisé sur
ôilroc6llùlose l'our hybridation, Dens 4l câs, un8 colonia .eprés€nràtivo d6 la
'popularion baciériênne mâjorilâiro €1,/ou d'âppâr€ncê pâthologiqus â ausi éié
dépoé6 sur nirocellulos€ pour hybridation sLr colonies.

PrÉp.nrion d€ l. .ond. AON, m.lqulgn.l hybrid.tion

Ls lragmeni dê l7 kbasês issu du plaSmid€ pwRlOO impliqué dans ra vkulonca
de 5. t/€xrelsérolyp€ 5{MgOT}a érécloné dans l€ sir€ EcoRl .lu vectourd€clonago
pBR325, loLrrÀissânt un€ molécL,l€ r€combinânlo, pHS4O33 qui,6n une étapô d€
coupur€ par EcoB1, p€rmôt d'oblr,ni. b sond€ll I.

t, prépararon d6 là son.ls â éré régùlrêr€m6nr êlfecluée par coupur6 de
pHS4O33, à l'âid€ d Econl, séparâtion dss deur tiagments d'aDN sur g€l
d qgaross à baspoinl dstusion, extracion du fragm6ntdè 17kbasês elmàrqlago
âu P3, pàrdéplacêmenl d6 coupu16l6l. Après dénâturarion, la sonde marquée a été
hybridée en conditions strins€nr€s âvec l€s ADN immobilis6s sur marrico dê
ntrræêllulôe

L'hyb.idation a été €ff6ct!éô p6nd6nl la-6uit, dê nême que l'auloradiog.aphie
qui a suivi. !, dur6€ totals d€ l'sxpérisnce, tous ADN im'nobilisés sur les filtrêsesr
d6 48 h. Plùsi€ur6 c6nlâin6s d'éctunlillons peù!€n ôtre restés en unê seul6

Pdp.r.tion, l.p.r.ton !t hybridation d.. pl..ûide.

Lss plasmidss onr été prép€résà pâ.tirdæ souch€s érudiéÉs pa.lâ méthod€ dê
lys€ .lcallnô, sép€rés €n élocvophoràs€ €n g€l d'agôross puis fianslérés par
buvârdage sdr nitrocêllulos€ I 2I.

NESULIATS

Eiud. porhni.or lo! dou:â rouch€. d'ôntérob.ctéri.. irolé€., id€ntitiê..t
con.o.va€.4 l'hrdtur Pârr.u. d€ Mr.l!g..c&,

Lss résultats enr repoiiés sùr l€ rablôau 1 6l rllustrés par lâ figur€ L L,
nlmé.otation ds I à 14€st communê à c€tabloâu etàc6ttofig!re. Lètabloâu 1 sen

Celts éruds iréliminâir€ à p€.mis de démon:rer, sur un êffoclit rimité de
eoch6s, lâ s€nsibjlité st la spécificité dê la mélhode. Parmi l€s doùze isolàts
innial€ment idênrifiés comm€ S/,/gel/â, loslioi; quin ont pas éré reconnus pâr lâ
sonda ds 17 ibss sonr svérés.lors d€ lô réidonlilicâtion, ne p6saoDan€niiàcott€
êspècê- ll s'âgissàil probaôl€mefi d'un€ contaminâtiôn du mili€u de conse.vâtion
plutôt qu€ d'un6 êrrêùr rnrta16 d rdentrircal'on

Pâr conrr6, l €ruds dss plâsmides d€ vrul€4c€ con€nus dans l€s souches
dérinitiv€m€nt id€ntifiéês commè Sâ/bel/a, E monrré dâns 3 càs, lâ présence d'un
plasnido dB 22O kô hybridant avsc la sbnds er dans 6 cas, ùn plâsnide délété
donnant néanmoins uns.€pons en hybndaïon sv€c l. sondâ. ll€sr connu que l€s
plâsmidés dê virul€dc€ do 220 kb chez l€s Srlgel/, sont très instables,
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pamculièr6m€nr ôprès con*rysron prolonsre en girose Cac' pour.rr ,endre
compr€ d€s r&ultats roùt 6n noùor quô d€s séquences hybridanl âvsc la sonde
continuent à ètr€ rsconnussdans le Dlà3midè déléré, ce qli n otr dimi.uedonc pas

Les isolâls o ard r6i(bnritiér læ coloniôs hybrid'tes àvec lâ sond€ d€ I 7 kb, les
plasmidos étudié5 ân électrophorèc€ en æl d agâros€ pLiis idênliliés par
hybrid.tion à l 6idodâ la riêms sondê. Cornno monrré dans là lâbl6âu 2,24 isolats
sur les 25 âpp.nananr à l'une dss 4 63pècss de Sh,gel/a ont été identiliés par iâ
londe {sensibiliré= 96 p. 1001. lnv€r36m6nt, 1 isolar sur los 8 non idenol'és
bactériologiqurmaôt comûê Shige a, donné !n signal posilii (spéciticité:
87,5p. 10O). L'éludâ dæ plasmides héb€rgés pâr l6s souches 3 monr.é que l3 des
souches d€ Sr&r//, ayant hynridéavec16 sond€ sur coloni€s isoléês hébe.9ea,6nt
€fl€ctinem€nr un o.ând plâsmide dê 220 kb donmnt uûe réponsô posùiw âprès
hybridlrion avôc la môms sond€. lrôm3 lâ soæhe de Srrgtl, qui n'avâit pas

hybridé sur colon'€ 
'solé€ 

posséda ir cô dèm€ grâ nd pla smrde indrqùd nl q u r l s vâr l
duêtre p€rdu dEnB16 coloniepréédommanltestés, C6cip€rmstdonç dêconsidéror
lâ sôdibilité dô c€tro t€chniquê comm€ étànt do 1OO p. tOO. Los onæ aut;es
souchss de,t ,?.//a héb€.s.6i€nl un plâamids ds plus pstir poids molécula'rô qui
hyb.idsn c€p.nd!nt avec l€ sonde. C€3 résultâts sont illusrr& .ur lâ figur€ 2.

llfâut autsi notor qua le s€ul t.(l,( posilit obse.É conc€rn€ uôe souche de
P.oteus mot$nii dont on sâit quo c.tuinr isol.rs sont considérés comme invasils

Dour les csllsl.a auêlryol€s.

Etudo portlnt .!.33.ouchor d. coll.cton obt.nu.a du Lboratoire de
b.cténolaei. radicib d. I Hôrxùl MiliLir€ d6 Taô.n.rie..

Fa.ult ù d. l'étud. r6.lié. !u côur. d'uD. épidami. do .yndrom6.
dyrntariquaa aû L côr..d d6 M.dq..crr.

l.es .&ult!ra cl€ cone ér!d,e 6onr prés€ntés sur l€ lâbl€su 3, Ssuls y sont r€portés
l€s r&ulrâl! d€i hybridâtions 3ur éch.nillons (l€ s€ll€s pârhologquos lorsqu ils
étôiont confroitlblôs s@ unê érud. bsclériologique, soil 93 éch8ntllons.

Sur llr 109 5ôllês diârhéiqu.s eilou dyssntérigu63 ânalyséès
bâctéiiologiqu.mon! un€ souchs d6 3â,96l, a pu ôt.6 isolé€ dtns 13,7 o. l0O des

câs. Si l'on conJdàr6 l€s E- .o/, LDC- comme de possibb3 ECEI, cala amèn€ à

33p.1OO b nomb.e ds souch€s enréroinvâsivàs poi€nti€llæ. Cepôndanr, aùcun€
rêndânc6 éoldamiqus n'a pu êùe obsôrvéê car l€s souch$ d€ Sh,bel/a isolé€s
étaient d:espàcæ différ€ntos. Dâns c€ cont€xl€, la sond. da.l7 lb s'ssl âvérée
plutôt déc€vanla av6c une sonsibilaté d€ 22 p. 1oo ùè3 tâibl€ ptr ràppon âux
I OO p. 1OO sur colooi€s isolé€s. l'a spécilicité pourran par contre, ôlrô sous6stimée
6n es da 5âi9rl/, p.às€nies dans los sallss mais non déiocÉ€s par lâsrochniques
bêctériolooiques clâssiqùès- C€ci €!t cap6ndânt improbable compG renù de rà

médiocF srnsibilité ci-dessus menionnéo.

ll n€ smbl.donc p.s,s€lon l6sréchniques ulilisé6s da n3 cêll. étude, q ue cons
méthod€ pui$o atr€, dans I immédiâi, ulilisé€ sur l€ rsrrtin Po!. l€ lraitement
dir€d d échântillons pâtholosiqu6.,
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covcLustoN

Lâ sondeADN de lTkbquia éré c|dné€ à pârti.du plâsmid6pWR1CC.ûdantpour
I invasiviré de S. flaxneri ieconnait l €næmbl€ d€s ss!Ècos âpparrenaniau genre
Srrgâlâ âvêc uns ercôllent€ s€nsibililé l- lOOp.lOOsous résêrvedè la psEisranc€
du plâsmiclol €l u ne spécificté raisonnâbt€ 187,5 p. 1 0Ol soùs réserve qu it s'agisse
d'hybridation réàlisé6 sur coloniss isoléæ. Cô p.oblèm6 des tâùr posirifs observés
n'est pas roralsmenr résolu. oeux hygothès€s grancipâles peuv€trt èrre âvancé€s:
l'6xisten6 de séq!€nces invasùes cryptiqùæ ôu sôin de plasmidesâppânenanià
d'3ut.€s 6spèc€s ou l'existence,au ssindslaséqu€ncé.1€ 17 kb, de stquences type
lS lârg6ment re!*ésentées âu sein dê3 b€ctéri€s enié.iquôs.

Plulôt quo de ca.âctériser plur précisém6nt csrrê sondo afir de renter de
répondrê direcrement à ces dsur questiom, il nou3 paraîr râi$nnable d'exploir€r
d6s donnéss plus récontes obionuos ftns notre l€bôruroirs afin dê déiinir une
sond€ plus pélile st ds prélérence intrâ-géniqu6. Corrâins peprides codés par le
plasmid6 dê vnulenc€ pWRIOO sont vès proches st prés6nrent une aôrigénicilé
croiséo qùi rend c€rlâinême compte d un h.ut d3gré de conservarion dû à leur
lonction dâns l'inv6sion des cellules, Lêurs 3équsncês génériques devràieni ôvs
3ùssi hâùrem€nt consorwes. Les gèn6s.d6 ænains d enrrè,eur onr été clonég
pormottânt d'snvisger l'évaluation d€ sondos d .nvnon 1 kô

u mrs€ aù lErnr dê lochnrques d€ nâ.q!âgs non rsd'oactil dss sondosdsvrax
fâ.'lirê. l€ développsmenr de teltes t€ch^qu€s

Bien qoe ôous ayions dàs te débÙr âniiciÉ dêÊ p.obtèmo$, nousôvonsété très
d6çus pnr l âbsnce ds $nsibitiré dê tâ mélhode d hybndaton emptoyée
dj..ct€ment su. d€s échanlillons de sstl€s pàthologiquæ {22 p. 1 OO) ainsi qle pôr sâ
médioc.e sÊtcificité. Les es.e is ulrérieurs dêv.ont prendre ân compte ces ésuttats :

croisFdôæ préalable de l éch€nntton d€ se €s €n 
'n'ti€u 

sétærrt pour tes
bâcléries enté.ique9

- trairemem plus dr.sriqus dss échanri ons êtin d,âugmenier la tys
bêctériennc st la dispsrsion de (AON ain3i qus poLrr étimi.ôr te mucus er tss
protéin€s qui peuvenr induire un€ ti)€rion non spécitjque de tâ sonde
(Mùcolytiquer protéinas€ K...).

L€s<f6uxposirits'obs€rvésdânscstteétudèpo!rrôEnrcorespondreà unegtus
grânde s€nsibilitéde la sond€ pâr rbpportà lâ nérhod€ bacté.ioloÊqued'àuÉnroue
$ur€s les colonies présentes sur le mjlie|] d'isol6menr de Ia coprocutture nè sônr
p6s systémariqùemenr identifiées. C€psndânr, l€ laibl€ s€nsibitiré obseryée va
contre câno hyporhose. De ptus, r'absoôc€ d€ struatrôn épidéi,quê odns I clude
réàlisé€{nombrê limiré de cas dodysenr6ri€€t isotâts doShige aâppàttenantàdes
âspèc6s diffé.entss) rcnds êncor€ gtus ditlicit€ uns rêtle hypothèse.

L hybridation ADN/ADN ssl uir r€ma.q'rabt€ o'Iit ;iasnoslq ue p€rJnenanrde
lâry6s étud€s d épiclémiologie moléculâar€. O€ t€tt6s rech.iques doivent
mâint6Mntôr€ mi*sà l'épreuved un€ rl$lis€rion sur t6 t€rra in èn parùcu her dais
læ Days on voie de dév€loppemonr. Cs rravaal déga96, 3ùr !n ê&mpte prôriquè,1és
iæonténiônts ôi les lim ês d uô€ te s approchs.
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.ASLEAI! I

bactérie iniiale

TAELEAU 3

Utliiation de h $n& do 17 kb poùr le diag.Gtica æin
d6 93 æhùtilloN dô elles dy*ntédq!ês

Hybridation positiveavec la sonde de t7 kb
sur édhantillons de *lles pâthotosiques

Shisel. = 15

E. coti IDC- = 21

E. coli LDc+ - 40

Auûes = 17

Tôtât 93

.3 Sensibilité

5=
7 22%

2\

TASLEAU 2

Santibilitéêtspéciricité de l. sndo.lo l7 tb pour lé dirqnosric d*,ft,brr, ;r3&@che!
de@llæ1id d.l'HôpiÈt MitiniE dâ Tmrnarive

Hytridation avec la sonde de 17 kb
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