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SUJET

ETUDE ANTIGENIQUE DE LISTERIA MONOCYTOGENES :

APPLICATION AU SERO-DIAGNOSTIC DE LA LISTERIOSE



INTRODUCTION

Les multiples aspects que la listériose peut revétir et
le peu de moyens dont les cliniciens disposent pour lutter contre

cette pathologie ont suggéré deux orientations de recherche.

- soit 1'étude des antigenes de Listerda monocytogenes pour

une meilleure compréhension du pouvoir pathogéne du germe.

- soit 1'étude de la réponse immunitaire de 1'hote et les

mécanismes qui déterminent cette réponse.

I1 existait un nombre élevé de travaux portant sur les
anticorps anti-L{isterdia mais peu étudiaient la structure antigé-
nique de Listerdia monocyZogenes. C'est la raison pour laquelle nous.

avons choisi ce travail.

Lors de notre étude bibliographique préliminaire nous
avons constaté que de nombreuses réactions sérolcgigues ont été
largement utilisées pour le dépistage de la listériose chez la

femme enceinte.

La principale technique, la réaction d'agglutination,
qui utilise des bactéries entieres, présente deux inconvénients

majeurs :



~ taux parfois élevés chez les individus "sains" ;
- parfois méme taux inférieurs aux taux significatifs chez
les femmes enceintes présentant une listériose prouvée bactério-

logiquement.

Plusieurs raisons sont a l]origine de ces difficultés :
la qualité de l'antigeéne utilisé ainsi que 1l'existence d'antigénes
communs entre L{sferdla monccytogenes et d'autres espeéces bacté-

Tiennes.

Pour éviter cet inconvénient, nous avons tenté de prépa-
rer un antigéne purifié spécifique de Listerda susceptible d'étre

utilisable pour le séro-diagnostic de listériose.

Notre travail a donc consisté dans un premier temps a
faire 1'étude antigénique de Listerdia monocyiogenes et dans un
deuxizme temps d'appliquer l'antigéne purifié gue nous avons pré-
paré 4 la détection des anticorps anti-Li{sferdia dans les sérums
des femmes enceintes et nouveau-nés atteints de listériose. Nous
avons choisi une méthode sensible : 1'E.L.I.S.A. (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay) qui n'avait pas encore été utilisée pour

Listerda monocytogenes.



HISTORIQUE



L'histoire de la listériose intéresse la pathoclogie

animale et la pathologie humaine.

La premitre description de la listériose semble remon-
ter a 1911, époque & laquelle HULPHERS (71), en Suéde, découvrit
un nouveau germe dans le foie d'un lapin mort de septicémie. Ce
bacille jusqu'alors inconnu, avait entrainé la formation de larges
zones de nécrose hépatique ; en conséquence, HULPHERS 1'appela

"Baclllus hepatis".

Les premiers cas de listériose ont été observés en 1917
par ATKINSON (7) en Australie, qui put décrire, au cours d'une pe-
tite épidémie de méningite chez les enfants, un bacille qu'il clas-
sa dans la famille des Coaynebacteriaceae. De méme, NYFELDT (107)
en 1929, isole le germe de trois sujets ayant une mononucléose in-

fectieuse.

En 1921, DUMONT et COTONI (39) rapportent le cas d'une
méningite mortelle chez un soldat italien, avec isclement du bacille

d'un liquide céphalorachidien.

L'Anglais MURRAY en 1924 (102) observe, au cours d'une
épizootie qui sévissait sur les lapins et les cobayes, le germe
Gram positif responsable de lésions nécrotiques au niveau du foie
et d'une mononucléose sanguine. En 1926, MURRAY et coll (102) nom-
ment le bacille "Bacterium monocytcgenes" en raison de 1'importante

monocytose sanguine qu'ils observent chez les animaux.



En 1927, PIRIE (121) isole une bactérie qui décimait les
gerbilles (petits rongeurs). I1 1l'appela "l{isteria hepatytica'" pour

rendre hommage a Lord Lister. Il identifie le germe a celui de MURRAY

et propose le terme de "Listerella monocyiogenes'.

C'est en 1939, au congrés de bactérioclogie de New-York,
que fut admis de fagon officielle pour cette bactérie la dénomina-

tion "Listeria monocytogenes".

GRAHAM et coll (59) démontrent que Lisferia monocyZogenes

peut causer des avortements chez les animaux.

Le premier cas de méningite listérienne néonatale est rap-
porté en 1936 par BURN (21). C'est ensuite surtout dans la littéra-
ture allemande qu'est décrite la listériose chez le nouveau-né et
par REISS (131) la "granulomatosds infantiseptica', forme aigué sep-
ticémique. Les deux premiers cas décrits chez le nouveau-né en France

furent rapportés par COULOMBIER en 1956 (30).

Depuis, de nombreux travaux consacrés a cette maladie se
sont multipliés en raison d'une meilleure connaissance du germe et

de sa pathologie.



CHAPITRE I :

BACTERIOLOGIE



BACTERIOLOGIE

Listerda monocytogenes a longtemps posé des problémes
d'identification. SEELIGER (142) étudia un trés grand nombre de
souches, et détermina certains criteres permettant d'identifier

Listernda.

I POSITION TAXONOMIQUE

Listeria monocytogenes a posé et pose encore des pro-
blémes taxonomiques. Elle fut incorporée, d'abord, par BREED en
1957 (17) dans la famille des Cotynebacteriaceae qui était com-
posée de six genres : . Coaynebacterium

. Listerda

. Erysdpelothrix
. Mdcrobacterdium
. Cellulomonas

. Arthrobacten

Listendia monocytogenes était l'unique espeéce du genre
Listerdia. Puis PREVOT, en 1961, décrit Listerda denitrificans (143),
LARSEN et SEELIGER en 1966 décrivent Listerdia grayd (143), enfin

WELSHIMER et MEREDITH en 1971 décrivent Listeric murrayd (1592).



A l'heure actuelle dans la derniére édition (82me) de
"Bergey's Manual" (143), le genre L{sferdia ainsi que les genres
Erysipelothrix et Caryophanon furent placés comme "genre & affi-
liation incertaine" dans une section qui contient également les

Lactobacilles.

IT CARACTERES MORPHOLOGIQUES

Listerdia est un bacille Gram positif, habituellement
court et trapu (un & deux microns de long sur 0,5 micron de lar-

ge) et & extrémités légerement arrondies.

Le germe ne posséde pas de spore et a été longtemps
considéré comme non capsulé, mais les méthodes d'immunocytologie
et d'immunomicroscopie (microscope électronique) ont permis de
mettre en évidence des structures capsulaires chez Lisferia mono-
cyfogenes. La capsule de nature mucopolysaccharidique enrobe la
cellule d'une couche continue, réguliére de forme et d'épaisseur
(151). Cette capsule est inconstante et dépend de la composition
du milieu de culture. Pour augmenter la production de la capsule,
SMITH (151) et METZGER (96) ont montré gque la culture sur un mi-
lieu a base de tryptose et de glucose & 5 pl00 additioné de sé-
rum de lapin (10 pl00) permettait d'observer des colonies plus

grosses avec apparition des capsules.



En culture, c'est un germe trés polymorphe ; dans ses
formes longues, il est facilement confondu avec les membres du
genre Conynebacterium, car il peut prendre 1l'aspect en palissade
dans des cultures de 15 & 24 heures d'incubation en association
par paires formant des V ou des Y ou encore des formes coccoides
ou de diplocoques. La forme coccoide est rencontrée dans les
tissus infectés au niveau de mononucléaires ; cette forme est

retrouvée dans les cultures en bouillen.

Listerdia monocytogenes prend bien la coloration de
Gram ; cependant le caractére Gram positif est assez labile ;
dés que la culture est un peu vieille, les germes sont faible-
ment décolorés ce qui les fait confondre avec Haemowhilus (6 -

65).

Des coupes ultra-fines de micro-organismes fixées i

1'acide osmique montrent une paroi lamellaire complexe (151).

SRIVASTAVA (153) étudie la couche "peptidoglycane"
(mureine) de la paroi de L{steria monocyfogenes et démontre que
cette couche constitue 0,4 pl00 du poids sec des cellules in-
tactes. L'analyse chimique indique que 27 pl00 du poids sec de
ce peptidoglycane est constitué d'hydrates de carbone et 66 plO0

de peptides.

- 10 -



SALTON (136) démontre que 5 & 7 pl00 de la paroi de
Listeria monocytogenes est constituée de lipides qui possddent
un fort effet d'adjuvant aux niveaux cellulaire et humoral (75)

chez la saouris.

La présence dans la paroi d'un systéme enzymatique
provoquant la lyse de cette paroi a été montrée par TINELLI (158).
Ce systeéme fonctionnerait a un pH légeérement alcalin et serait
activé par la trypsine ; un chauffage des suspensions aqueuses
de paroi pendant cing minutes a 100° C inhibe totalement cette

autolyse.

IIT CULTURES

Pour identifier Listerdia monocyZogenes, il est indis-

pensable de connaitre les caractéres culturaux.

3.1 Milieux

Listerdia monocytogenes se multiplie sur les milieux
usuels, mais les milieux & base de tryptose sont les plus favo-
rables ; celui-ci est un excellent substrat pour la conserva-
tion de la bactérie (65). Elle cultive bien sur les milieux

contenant du glucose (5 pl00 ).
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CURY et coll (58) ont cultivé Listeria monocytogenes sur
un milieu chimiquement défini renfermant de la riboflavine, de la
biotine, de la thiamime, de l'acide nicotinique, des sels et du

glucose.

Pour 1l'isclement sélectif de Listerdia monocytogenes, i
partir de prélévements polymicrobiens, de nombreux milieux ont
été étudiés contenant des sels minéraux, des antibiotiques, de
1'acide nalidixique. Citons : le milieu au tellurite de potassium
et chloramphénicol de KAMPELMACHER (78), le milieu contenant de
la gélose au sang et de l'acide nalidixique de BEERENS (13), le
milieu & la trypaflavine et 2 l'acide nalidixique de RALOVICH (126)
et le milieu de DESPIERRES (33) constitué d'acide nalidixique, de

polymyxine et de bleu de méthyléne.

3.2 Caracteéres culturaux

Listerndia monocytogenes pousse sur les milieux habituel-

lement utilisés en bactériologie gu'ils soient solides ou liguides.

Listernda cultive bien a pH légérement alcalin ; le pH
optimum se situe entre 7,2 et 7,6. La croissance est possible
jusqu'a des pH de 5,6 & 9,6. Listerdia se développe entre 3° C

et 45°% C. La température optimum se situe entre 30° C et 37° C.
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Le germe contrairement aux autres germes pathogénes pour 1’'homme
se multiplie a + 4° C. Cette propriété est utilisée comme moyen
d'enrichissement en L{isterdia monocytogenes & partir des produits

pathologiques.

La technique d'enrichissement proposée par GRAY (60)
consiste & émulsionner ou broyer le”produit suspect dans de 1l'eau
distillée stérile et de le conserver a + 4° C. Périodiquement, un
repiguage est effectué sur un milieu nutritif et sur un milieu
sélectif qui seront incubés a 37° C pendant 24 & 48 heurss avant
d'dtre examinés ; quelgues jours de réfrigération suffisent ha-
bituellement pour assurer 1l'isolement de Listeria monocyiogenes,
sinon 1'expérience doit étre poursuivie (jusqu'a trois mois). Cet-
te technique donne de bons résultats, mais son utilisation en cli-

nique est limitée en raison de sa lenteur.

L'incubation & basse température augmente la virulence
du germe (65). En effet, les souches de Listendia monocytogenes cul-
tivées en bouillon a une température de 5° C sont plus virulentes
par voie intra-péritonéale chez la souris, que les souches incubées
a une température de 37° C. Cette virulence est liée 3 la présence
de l'antigéne L (75), dont nous reparlerons lors de 1'étude de la

structure antigénique de Listerdia monocytogenes.
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Sur gélose ordinaire, les colonies sont rondes d'environ
1 mm de diamdtre, a bord régulier, lisses et bombées sous forme de
goutte de rosée, opalescentes. Lorsqu'elles sont examinées en trans-
illumination oblique (68), elles ont une coloration gris bleu si
caractéristique pour GRAY (62) que cela permet de les distinguer

lors d'un isolement & partir de produits polymicrobiens.

Sur gélose au sang, une hémolyse de type B se développe
en présence de la plupart des globules rouges de mammiferes ; elle
est nette pour les souches récemment isolées. Par contre les cul-
tures en vieillissant donnent des colonies plus grandes (3 & 5 mm)
irréqulieres dont 1'hémolyse a souvent disparue, contenant des ger-
mes plus longs et filamenteux. Bien qu'elle fQOt longtemps considérée
comme constante pour l'espeéce, l'hémolyse peut s'atténuer ou dispa-
raitre lors des repiquages. En effet, BOJSEN-M@LLER (15) obtient &
partir des coprocultures humaines, des scuches de type sérologigue

4 totalement dépourvues de propriété hémolytique.

En bouillon ordinraire, Listerdla monocyfogenes pousse en
24 heures d'incubation donnant un trouble homogéne qui est beau-

coup plus abondant si le bouillon est glucosé.
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3.3 Exigences respiratoires

C'est un germe aéro-anaérobie facultatif ; Listerda mono-
cytogenes pousse mieux en atmosphére possédant des tensions légere-
ment abaissées en 02 et légérement augmentées en COZ par rapport &

celles de 1'air (49).

3.4 Mobilité

Un caractere essentiel de [{s4terda est d'étre mobile. La
mobilité est maximum si la culture est incubde entre 20° C et 22° C.

Elle peut ne pas exister si la culture est incubée a 37° C.

SEASTONE (140) pensait que L{steria monocytogenes ne pos-
sédait qu'un seul flagelle terminal ou subterminal. En fait, comme
1'ont montré PATERSON (116), puis GRIFFIN et ROBBINS (66) le nombre
de flagelles et leur disposition varient avec la température des

cultures.

Cette mobilité est due & une ciliature péritriche qui
disparait a 37° C. Par contre, & 4° C ces flagelles existent et

sont actifs (65).



3.5 Résistance

Listeria monocyZogenes posseéde une grande résistance,
bien que ne produisant pas de spores. Il demeure vivant en cul-
ture plusieurs mois 3 la température du laboratoire et plusieurs

années a + 4° C. Le germe résiste 15 minutes a la température de

60° C (58) ; il est cependant détruit rapidement a 80° C.

Le germe résiste & une concentration en chlorure de
sodium jusgu'a 10 plO0 ; l'adjonction de tellurite de potassium
a4 la concentration de 0,01 & 0,05 pl00 ne géne pas la multipli-
cation de L{isterdia (58), alors que ces concentrations sont inhi-

bitrices pour la plupart des bactéries a Gram positif.

Lors de 1l'examen des cultures, la morphologie est le

plus souvent caractéristique, cependant le diagnostic doit étre

confirmé par 1'étude des propriétés biochimiques spécifiques.

3.6 Caracteres biochimiques

Listenia monocyiogenes posseéde une catalase et une F
galactosidase, fermente sans production de gaz le glucose, le
levulose, particulierement le lactose et réduit le lait tourne-

solé sans coagulation.

- 16 -
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L'esculine est également fermentée en 2 heures, avec un
noircissement du milieu, ce caractére rapide constitue d'ailleurs

une méthode d'identification du germe.

Listeria monocytogenes est sans action sur le mannitol,
le glycérol, ne réduit pas les nitrates. Les recherches d'indol,

d'uréase, d'hydrogéne sulfuré sont négatives.

De nombreuses discussions persistent & propos des carac-
teres biochimiques : GRAY (65) a obtenu une production'd‘HZS en
modifiant les conditions de culture. Pour SEELIGER (142), la fer-
mentation de quelques glucides, xylose en particulier varie en

fonction de la souche étudiée.

La production de phosphatase alcaline a été mise en évi-
dence par ELISCHEROVA (45) ; elle est plus importante pour les sou-
ches de sérotype 4 que pour celles de sérotype 1. Un rapport direct

semble exister entre cette production et la virulence du germe.

3.7 Formes L

Les difficultés rencontrées dans l'isolement de la bac-
térie a partir des tissus d'animaux expérimentalement cu naturel-
lement infectés ont fait suggérer par de nombreux auteurs (44 - 70)

1'existence possible des formes L de Listerda.
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L'existence de ces formes de Listerdia monocytogenes a été
prouvée par SUCHANOVA (65) dont 1'expérience a été décrite par GRAY
(65). 11 implante dans la cavité péritonéale de lapins gravides des
sacs de collodion contenant L{isterdia monocytogenes ; bien que le dia-
métre des pores soit inférieur & Listerda monocytogenes, il retrouve

les bactéries dans le placenta dans 8 cas sur 1ll.

Dans une autre étude (65), il obtient sur milieu 2 la péni-

cilline et au glycocolle des formes L de L{isferdia monocytogenes.

3.8 Sensibilité aux bactériophages

La présence de phages dans les cultures de L{sterda mono-
cytogenes est mentionnée par SCHULTZ (139), puis par SWORD (156).
Grace & 1'irradiation par les ultra-violets, on a pu isoler 18 pha-
ges a partir de 121 souches. Parmi eux, cing sont suffisamment dif-

férents pour étre utilisés a des fins de typage.

L'étude de lysotypie faite par AUDURIER (8) sur 823 sou-
ches de Listerda monocytogenes isolées en France a l'aide d'un jeu
de 20 bactériophages a permis d'évaluer l'activité lytique des pha-
ges et leur spécificité ; le spectre lytique de chaque phage est en
étroite corrélation avec le type sérologique de la souche lysogéne

dont il provient.



C'est ainsi que 1l'on a pu mettre en évidence des groupes
correspondant presque exactement aux sérotypes de PATERSON (116) ;
avec ce mode de typage, il n'existe pas de réactions croisées avec
les autres bactéries (Streptocoques, Staphylocoques), comme cela

se retrouve dans les tests sérologiques (104 - 168 - 142).

WATSON et coll (163) ont isolé un phage appelé L 11/16
lysant 100 pl00 des bactéries de sérotypage 1, 2 et 4 et 50 pl00
de type 3. Les cultures du type 3 semblent étre résistantes aux
phages (65). Un sérum anti-phage L 11/16 a été préparé chez des
lapins et conjugué avec 1l'isothiccyanate de fluoresceine. Ce sérum
a pu étre utilisé pour mettre en évidence Listeria monocytogenes
dans des préparations tissulaires provenant de souris infectées.
En effet, les anticorps anti-phage marqués se fixent sur le phage
L 11/16 absorbé a ;a surface des germes, les visualisant au mi-

croscope & fluorescence (164).

L'étude des caracteres morphologiques, physico-chimiques
de ces phages serait d'un apport précieux pour la différenciation

des souches de L{isterda monocyfogenes (94).
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CHAPITRE II :

LES ANTIGENES DE LISTERIA MONOCYTOGENES

- 20 -



- 77 -

LES ANTIGENES DE LISTERIA MONOCYTOGENES

I STRUCTURE ANTIGENIQUE

Les premiers travaux effectués sur la structure antigénique
datent de 1935 par SEASTONE (140). Cependant, ce sont SCHULTZ et JU-
LIANELLE (138 - 77) en 1938 et 1939 respectivement qui ont les pre-

miers suggéré qu'il y avait deux groupes distincts sérologiguement.

Le premier groupe fut désigné par JULIANELLE L{sterdia mono-
cytogenes de type I ou souche des rongeurs, le deuxidme groupe Liste-

nda monocytogenes de type II ou souche des rumipants.

Les premitéres études approfondies sur 1la structure anti-
génique de Listerdia monocytogenes ont été faites par PATERSON (116)
en 1940, qui divise le genre L{isteria en quatre types (1, 2, 3 et 4)
en fonction des antigénes somatiques 0 et des antigeénes flagellaires
H. Les types 1, 3 et 4 différent par la répartition de leurs fac-
teurs 0 (I, II, III, Iv, Vv, VI, VII, VIII et IX) alors que le type 2

présente un facteur H flagellaire qui lui est propre, le facteur D.

Les facteurs somatique III et flagellaire B sont communs

a tous les types.
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SEELIGER a divisé, en 1958, le sérotype 4 en type 4a et
type 4b d'apreés les facteurs somatiques 0 et DONKER-VOET (35) tou-
jours selon l'antig®ne 0, subdivise le sérotype 4 en 4c, 4d, 4e
puis en type 4f et 4 g en fonction de leurs propriétés hémolytiques

(49).

Elle trouve quelques différences au niveau des antigénes

flagellaires des sérotypes 1 et 3 qu'elle subdivise en la et 3a.

Les sérotypes actuellement reconnus, avec leur formule
antigénique et leurs facteurs spécifiques sont résumés dans le
tableau 1, emprunté & SEELIGER (144). Hormis les sérovars qui fi-
gurent sur ce tableau, d'autres combinaisons d'antigénes existent

(41) mais leur nature doit encore é&tre étudiéde.

On distingue actuellement 17 sérotypes différents (144)
auxquels il faudrait ajouter trois autres espéces étroitement ap-
parentées & Listeria monocytogenes, Listerdia Grayd (143), Listerda
mwuiayd (169), Listeria denitrifdicans (143), dont la structure est

encore peu connue.

Une comparaison des deux groupes décrits par JULIANELLE
(77) et des types décrits par PATERSON (116) montre que le groupe

"ruminant' correspond au type 4.
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Les conclusions que tira JULIANELLE sont explicables si
1'on regarde l'origine des souches qu'il a étudiées. Les souches des
rongeurs ont été isoclées de lapins et cobayes par MURRAY (102) en
Angleterre et d'un gerbille par PIRIE (121) en Afrique du sud. Les
souches de ruminants de PIRIE viennent des U.S.A. Des typages ré-
cents d'un grand nombre de cultures montrent que le type 1 (ron-
geurs) est prédominant en Europe et en Afrique, alors que le type
4 (ruminant) est plus important aux U.S.A. (35). Etant donné le
nombre limité des souches sur lequel il travailla, on comprend

facilement ses conclusions erronées.
A coté de ces antigeénes spécifiques de type, on a isolé

un facteur commun & la plupart des bactéries Gram positif : 1'an-

tigene de RANTZ (128).

IT L'ANTIGENE DE RANTZ

C'est un antigeéne de composition chimique indéterminée
et présent dans les surnageants de cultures de plusieurs types de
bactéries ; Strepfococcus du groupe D, Staphylococcus awreus, Ba-
cillus subtilis ; il est également produit par les Streptocoques
des groupes A, B et C, Streptococcus virddans, Streptococcus pneu-

mondiae (142).



Les dosages de cet antigéne ont montré qu'il est quanti-
tativement plus élevé dans les cultures de Listerdia en bouillon

que dans les cultures sur gélose (104).

Cet antigene est capable de sensibiliser des hématies
fraiches et de les rendre agglutinables par un sérum immun-anti
antigéne de RANTZ (128) ; son manque de spécificité 1'a fait nom-
mer antigéne hétérologue. lLa présence de 1l'antigéne de RANTZ dans
toutes les souches de L{steria monocyfogenes a été montrée par

NETER et coll (104) utilisant le test d'hémagglutination.

Cet antigéne est & la base des réactions croisées entre
Listeria monocytogenes et Staphylocoques ; ce qui fut largement
démontré par SEELIGER (141) et WELSHIMER (168). Cependant, PEASE
et coll (119) rapportent que les réactions croisées entre Listerdia
monocytogenes et Eaysipelothrix ne sont pas dues a l'antigeéne de

RANTZ.

III LES SUBSTANCES A CARACTERE ANTIGENIQUE SECRETEES PAR LA BACTERIE

Les substances produites par L{sterdia monocytogenes, ayant

un effet toxique sur 1'organisme peuvent, schématiquement, se divi-
ser en deux groupes :

- Les substances toxigques extracellulaires.

- Les substances toxiques faisant partie de la cellule bactérienne.
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3.1 Substances toxiques extracellulaires

Il s'agit, généralement, de substances solubles.

a) Production d'hémolysine

- —— - o = o T o i o o i o i e

La plupart des souches de Lisferdia monocyfogenes élaborent
une hémolysine sécrétée dans le milieu extérieur par le germe au

cours de la phase exponentielle de sa croissance (130).

L'hémolysine est une substance soluble, filtrable, active

sur la plupart des globules rouges des mammif2res (souris et lapin).

De nombreux chercheurs ont étudié la sécrétion in vitro
de 1'hémolysine, les principaux facteurs influengant son activité,

et sa cinétique d'action, ainsi que son caractére antigénique.

GIRARD et coll (56) démontrent que cette substance est
précipitable par une solution de sulfate d'ammonium & 60 plQGO0 ;
cette fraction protéique "1l'euglobine" posséde l'activité hémoly-
tique, et migre en électrophorése avec les ‘(globulines. Cette
substance est douée d'un pouvoir cytotoxique pour les macrophages
de la souris (165), mais les doses nécessaires pour observer ces

effets sont tres élevées et certainement jamais atteintes in vivo

(87).



Flle est thermolabile, présente une cinétique de lyse
érythrocytaire (56) comparable & la streptolysine O produite par

certains Streptocoques des groupes A, C et G.

SIDDIQUE (147), qui étudia particuliérement cette subs-

tance a isolé deux fractions :

- 1'une est responsable de 1l'activité hémolytique et throm-
bolytique in vitro :

- 1'autre a une action mixte DPNase et TPNase, c'est a dire
qu'elle détruit les diphospho et les triphosphopyridine-nucléotides.
Inactivée lentement & 37° C, cette fraction résiste 15 minutes & une
température de 100° C ; elle a un maximum d'activité pour un pH
compris entre 6,8 et 7,4 ; elle est inactivée par 1l'oxygéne et

réactivée par la cystéine.

JENKINS (76) obtient une augmentation de l'activité hémo-
lytique apreés purification de 1'hémolysine par adsorption et élution
3 partir de gel de phosphate de calcium (hydroxyapatite) comme l'a
fait HERBERT et coll (69) pour 1l'hémolysine du Streptocogue du grou-

pe A.

Plus récemment SEELIGER (146) arrive a la conclusion que
1'hémolysine purifiée du sérovar 5 est thermolabile et montre une

tendance vers la protéolyse initiée par la trypsine et la pronase.
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Testée contre les érythrocytes de différentes especes
d'animaux, elle montre une variabilité hémolytique considérable,
avec quelques différences dans la sensibilité des hématies (cel-

les du singe et du cheval sont les plus sensibles).

Le caracteére antigénique de l'hémolysine est démontré
chez le lapin (146) par la neutralisation de 1'hémolyse par l'an-
ti-sérum homologue, effectuée sur gélose au sang, et aussi par la
mise en évidence d'anticorps anti-hémolysine par la technique

E.L.I.S.A. (Enzyme-Linked-Immunosorbent-Assay).

Des auteurs (56 - 76) ont mis au point un test de dépis-
tage de l'anti-hémolysine dans les sérums sur le modeéle de la re-
cherche de 1l'antistreptolysine 0, dans les infections streptococ-
ciques. Cette réaction n'est pas fiable puisque l'activité hémo-
lytique peut étre faible ou inexistante (167) dans des cas de

listériose confirmée.

b) Une autre toxine extracellulaire

Elle a été mise en évidence (152 -88) dans le filtrat des
cultures de Listeria monocytogenes. Cette toxine provoque, chez le
lapin, des lésions hémorragiques locales 3 heures aprés inoculation

intradermique. Aprés 18 heures, ces 1lésions se transforment en
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nécroses identiques & celles provoquées par une culture vivante de
Listerdia monocyfogenes. Enfin, ce méme filtrat tue les souris 24 a

48 heures apres inoculation intrapéritonéale.

3.2 Substances toxiques de la cellule bactérienne

Il s'agit de substances qui font partie de la cellule de
Listendia monocytogenes et qui ne sont libérées qu'aprés la lyse de

celle-ci.

- Le facteur responsable de la monocytose (MPA : "monc-
cytosis-producing-agent”") de STANLEY (154) a fait l;objet de nom-
breuses recherches. Son action sur les monocytes du sang (augmen-
tation du taux normal d'environ 6 000 fois) sans augmentation no-
table du nombre des autres leucocytes (65), a tout de suite éveillé
1'intérét des histologistes qui ont vu, dans cette propriété, un
formidable moyen pour l'étude des origines et du développement des

monocytes (65).

Cette monocytose ne semble pas étre déterminde uniquement
par la bactérie. La nature de 1'hdte joue, également, un réle im-
portant quant & la manifestation du phénoméne. Ainsi dans la lis-
tériose humaine, 1'augmentation des monocytes reste exceptionnelle

tandis que, dans la listériose animale, elle est constante chez les



animaux monogastriques alors qu'elle n'est pratiquement jamais
retrouvée chez les ruminants (65). On note une différence simi-
laire dans le mode d'expression clinique de la maladie suivant
1'héte, la listériose induisant le plus souvent une septicémie
chez 1'animal monogastrique, une encéphalite chez les ruminants

(62).

Du point de vue chimique, MPA est un phospholipide qui
semble se situer au niveau de la membrane cytoplasmique (80). Son
pouvoir d'induction de la monocytose parait étre lié a la frac-

tion monoglycéride.

L'analyse chimique révéle que, en dehors de la partie
lipidique, les extraits de MPA contiennent 0,97 2 5 pl00 d'hy-

drates de carbone, 1,37 & 1,49 pl00D de protéines.

Les lipides contenus dans les extraits de MPA sont de
nature glycéridique, glycolipidique et phosphatidyl-choline. Le

MPA semble affecter le métabolisme des stéroides.

GALSWORTHY (55) sépare par les méthodes chromatogra-
phiques de filtration sur gel et d'échange d'ions (DEAE-cellulose)
le facteur MPA en deux fractions qui ont deux activités diffé-
rentes : l'une responsable de la monocytose et de 1l'augmentation

de la réponse humorale & plusieurs antigénes, l'autre responsable

- 31 -



d'un effet immunosuppressif.

JEAGER et MYERS (73) ont décrit un antigdne de surface,
ou de type "L" rencontré surtout dans les cultures a basse tempé-
rature. L'antigene L est détruit par extraction au chloroforme ;
par contre des extractions a l'éther de cet antigéne donnent un
produit laiteux qui réagit avec le sérum anti-Escherdichia coll K8,
et qui induit une monocytose chez la souris (65) semblable a celle

induite par le facteur de STANLEY (154) cité précédemment.

- PATOCKA et coll (117) ont obtenu sous l'effet d'une
désintégration chimique (lyse & l'aide d'une solution de glyco-
colle) et mécanique de cultures virulentes de Listerdia monocyto-
genes une substance différente de celle de JEAGER et MYERS mais
qu'ils ont appelé également substance L (118). Cette substance
L, riche en protéines révélées par immunoélectrophorése bidimen-
tionnelle, posséde une activité biologique fort augmentée par
précipitation au sulfate d'ammonium ; injectée au lapin par voie
intradermique, elle provogue des réactions d'érythéme ou point
d'inoculation trois a quatre jours aprés l'injection. L'examen
histopathologique révéle une réaction inflammatoire avec un
grand nombre d'éosinophiles et de mononucléaires. Cette substance
accroit nettement le pouvoir infectieux de Listerdia monocytogenes

3 l'égard de la souris.
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D'autres substances toxiques (95 - 133) ont pu &tre
isolées de la paroi de L{isterdia monocyfogenes. Tout récemment
M'ARA (92) a démontré l'existence d'une endotoxine par extrac-
tion au phénol a partir de cultures bactériennes de Listferda
monocytogenes suivie d'une ultracentrifugation et d'une chroma-
tographie sur Sépharose. Cette endotoxine est de nature lipo-

peptidopolysaccharidique.

IV LES ANTIGENES DE PAROI ET LEURS PROPRIETES BIOLOGIQUES

Des travaux (22 - 23 - 11 ~ 82 - 134) étudient les
propriétés biologiques des extraits de paroi de Listerdla

monocytogenes.

RODRIGUEZ (134) obtient une protection des souris

contre des doses léthales de L{isterda, en injectant un extrait

" de paroi préparé par traitement aux ultrasons et centrifugation
différentielle. L'extrait antigénique de paroi active les macro-
phages et favorise la phagocytose des bactéries infestantes (82)
son effet se traduit par la synthése d'anticorps opsoniques et
cytophiles . 11 confire une résistance qui est d'autant plus im-
portante qu'il est injecté en méme temps qu'un adjuvant, 1l'endo-
toxine lipopolysaccharidique de Safmonelfa, par exemple. Le méca-
nisme par lequel cet antigéne induit cette résistance n'est pas

connu.

-e
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KLASKY (82) dans l'espoir d'expliquer cette immunité et
d'identifier 1'immunogéne spécifique de Listerdia monocytogenes,
isole une fraction antigénique extraite de paroi de Lééiéﬂia par
traitement des germes & la "French-press" et centrifugation dif-
férentielle. Seule la partie protéique est immunogéne chez la sou-
ris et est capable d'induire une résistance a 1l'égard de 1'infec-
tion ce qui confirme les travaux de CAMPBELL (22). Seul un clivage

peptidique par action de la trypsine inactive la fraction protéique.

BAKER (11) travaille sur les extraits antigéniques de
paroi de Listeria monocytogenes préparés dans les mémes conditions
que CAMPBELL (22). Ces extraits antigéniques sont purifiés par
trois procédés enzymatiques successifs (traitement & la pronase,
trypsine et désoxyribonucléase). Ces antigenes augmentent la vi-
relence du germe et diminuent la résistance de la souris préala-

blement infectée par Listerdia monocytogenes.

Ces extraits purifiés possédent un effet analogue au
facteur décrit par SILVERMAN (148). Ce dernier semble étre 1l'un
des facteurs responsables de la virulence et du pouvoir infec-

tieux de Listendia monocytogenes.

Cependant, dans d'autres travaux, CAMPBELL (22) démontre
qu'au moins une fraction de la paroi agit directement sur les lym-

phocytes B et favorise leur division et la production d'anticorps.
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JAIN (74) étendant son étude sur la structure antigénique
4 tous les sérotypes de Listerdia monocytogenes obtient plusieurs
fractions antigéniques par différentes extractions : a 1l'acétone, 2
la soude, et précipitation & ltacide trichloracétique. Ces frac-
tions sont constitudes d'hydrates de carbone et de protéines qui
sont fortement antigénigues et donnent 5 bandes de précipitation
lorsqu'elles sont testées vis a vis des sérums homologues en im-

munodiffusion sur gel.

COOPER et coll (28) obtiennent 16 fractions & partir
d'une souche sérotype 5 par précipitation au sulfate d'ammonium
et extraction au chloroforme. 7 de ces fractions ont une action
abortive chez la souris. Les 16 fractions antigéniques possédent
un pouvoir immunogeéne (production faible d'agglutinine et produc-

tion forte de précipitine chez le lapin).



CHAPITRE III

POUVOIR PATHOGENE DE LISTERIA MONOCYTOGENES
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POUVOIR PATHOGENE DE LISTERIA

I POUVOIR PATHOGENE EXPERIMENTAL

Cobaye, souris et lapin sont les animaux les plus utilisés
pour cette étude ; 1l'effet obtenu aprés infection expérimentale dé-
pend de l'espéce et de 1'Age de 1l'animal, de la souche utilisée, de

la dose et de la voie d'injection (79 -47).

L'injection intrapéritonéale d'une souche virulente, 3
dose suffisante provoque chez la souris une septicémie mortelle.
A l'autopsie, on trouve des lésions nodulaires dans tous les vis-
céres, avec prédominance au niveau du foie, de la rate (120) et des
surrénales (42). L'histologie montre alors des foyers de nécrose
cellulaire entourés de polynucléaires, avec infiltration caracté-
ristique par des cellules mononuclées. Listeria monocytogenes est

retrouvée dans le foie et la rate de 1'animal (65).

L'instillation conjonctivale entraine chez 1'animal une
kérato-conjonctivite avec oedéme des paupieéres, suppuration et forte
purulence de 1l'oeil. Ce test est utilisé pour le diagnostic spécifi-
que de listériose. Pratiqué chez le lapin, cela constitue le test de
PONS et JULIANELLE (122) ; chez le cobaye, il est appelé test d'ANTON

(2).
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En pratique, ce test consiste soit & dépcser sur la cornée
une ou deux gouttes de bouillon de culture de 24 heures, soit & fric-
tionner la conjonctive avec un écouvillon trempé dans la culture de
germes. lLa kérato-conjonctivite commence en moins de 48 heures et,

dans le pus qui s'écoule, on retrouve facilement le bacille.

La contamination du tractus respiratoire par des aérosols
de suspension bactérienne détermine chez la souris des manifestations

léthales de type broncho-pneumonie ou de septicémie (79).

Le pouvoir pathogéne expérimental chez 1'animal gravide est
peu utilisé du point de vue du diagnostic, mais ce cas est intéressant
3 considérer pour 1'étude pathogénique. La maladie expérimentale re-
produit souvent ce que l'on observe en pathologie humaine ; interrup-
tion de grossesse plus ou moins tardive, mort-nés, ou infections néo-

natales.

II LE POUVOIR PATHOGENE CHEZ L 'HOMME

La virulence de Listeria monocyiogenes fait intervenir les
toxines en particulier 1'hémolysine. Mais les travaux (87) ont cher-
ché a préciser si le pouvoir pathogene était lié a la virulence de

Listendia monocytogenes et/ou a 1'état physio-pathologique de 1'hdte.
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Listeria monocytogenes est qualifide de germe "opportuniste"
devenant pathogéne chez l'homme qui présente un terrain prédisposé.
Selon GRAY et KILLINGER (65) un nombre assez important de malades
atteints de listériose présente une affection préalable (diabete,
maladies néoplasiques, affections hépatiques, cirrhoses). Les trai-
tements immuno-supresseurs, corticoides constituent une cause fa-
vorisante essentielle de la listériose de 1'adulte. La listériose
est ainsi devenue une complication redoutable et quasi-classique de
la pathologie des greffes d'organes, ces sujets recevant habituel-

lement de tels traitements, et ceci de fagon prolongée (24 - 159 -

109).
Par ailleurs la listériose peut survenir au cours des états
physiologiques suivants : - nouveau-né
- grossesse
- vieillard

Tous ces états qu'ils soient pathologique, thérapeutiques
ou physiologiques co-existent avec une insuffisance des défenses
immunitaires du sujet (52). Les manifestations pathologiques engen-
drées par L{sterda monocytogenes sont treés diverses et se présentent
soit comme des infections généralisées septicémiques, soit comme des

infections localisées, ou encore infections inapparentes (52).



Listerdia monocytogenes possdde un certain tropisme pour
le systeme nerveux, le systéme réticulo-endothélial et 1'appareil
génital (110) ce qui explique que les formes cliniques d'origine

obstétricale soient si fréquentes (162).

- 40 -
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LA LISTERIOSE DE LA FEMME ENCEINTE

La listériose de la femme est importante 3 connaitre
en raison de son retentissement sévere sur le foetus (43) ou le
nouveau-né. Mais elle est souvent difficile a diagnostiquer (37)
chez la mére, ol les tableaux aigus (méningites et septicémies)
sont rares, alors que les formes latentes ou inapparentes (52)

sont beaucoup plus fréquentes.

I1 semble que la femme enceinte soit prédisposée a 1'in-
fection listérienne. De nombreux auteurs (40) en effet, estiment
que la fréquence de la listériose est plus importante au cours de
la grossesse que chez la femme normale. Cette fréquence peut avoir

une double origine :

- soit la meére présente une infection chronigque, inapparente,
réactivée par la grossesse ;
- soit la grossesse est un facteur prédisposant pour Listerda

monocytogenes.

Si on se réfere 3 l'expérimentation animale, il semble

que la deuxieme hypotheése soit retenue, car dans la plupart des
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cas (chez la lapine ou chez la brebis) une dose sans effet clinique
sur le male ou la lapine non gravide provoque lorsque 1l'animal est

en cours de gestation, un avortement ou la naissance d'animaux ma-

lades. En fait, il semblerait plutét que la grossesse révéle une

infection qui sinon serait restée inapparente.

I MANIFESTATIONS CLINIQUES CHEZ LA FEMME ENCEINTE

La méningite aigug reste exceptionnelle dans la litté-
rature : SEELIGER (142) rapporte un cas, celui d'une primipare

atteinte de méningite aigué.

Les septicémies sont plus fréquentes réalisant un syndrome
infectieux aiqu, fidvre, frissons (20 - 72 - 18). Ces deux cas sont

assez rares (155).

Les formes apparemment banales sont plus frégquentes ; elles
passent inapergues, ne se révélant que par leurs conséquences sur
1'évolution de la grossesse ; tout au plus peut-on noter un épiscde
infectieux, de type grippal, ne durant que 24 a 48 heures. L'épiscde
fébrile survient soit au cours de la grossesse entre le 5eéme et le
8&me mois et il est alors souvent négligé, soit au cours d'un deu-

xigme épisode juste avant ou lors de l'accouchement, qui est le plus
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souvent prématuré. D'autres symptOmes peuvent se voir au cours de

la grossesse :

des signes génitaux, notamment leucorrhées (37) ;

t

des signes urinaires : soit cystite, socit pyelonéphrite ;

des signes digestifs : diarrhées légeres, gastro-entérites

banales avec vomissements (29) ;

des signes rhinopharyngés ou oculo-glandulaires.
D'une fagon générale toute la symptomatologie de la lis-

tériose chez la femme enceinte disparait aprés 1'accouchement ou

1'avortement (18).

II LES CONSEQUENCES DE LA LISTERIOSE MATERNELLE

Contrastant avec 1'état bénin habituel de 1'infection
maternelle, les conséquences ovulaires sont redoutables (72). Selon
la date de la contamination de la femme, et ses possibilités de dé-
fense naturelle, la grossesse est arrétée plus ou moins précocément

ou évolue jusqu'a terme.

L'avortement survient préférentiellement au cours du 2é&me
trimestre de la grossesse (16). Il est fébrile ou précédé de quelques
jours par un épisode pseudo-grippal. GRAY (65) rapporte un cas d'avor-

tement plus précoce survenu au cours du 2éme mois de la grossesse.
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L'accouchement prématuré est souvent fébrile lui aussi ou
précédé des symptomes déja décrits lors de la listériose maternelle.
L'enfant nait souvent atteint. L'accouchement peut étre & terme avec
ou sans figvre. Le foetus peut &tre mort in utéro, ce dernier cas
pouvant survenir 3 n'importe quel terme (43 - 72). Le foetus peut

étre expulsé mort, parfois-macéré.

III MODE DE CONTAMINATION DE LA FEMME ENCEINTE

La femme enceinte se contamine pendant la grossesse de
multiples fagons (ingestion d'aliments insuffisamment cuits, etc...).
Elle se contamine comme l'ensemble de la population : un schéma publié
par MAUPAS (94) permet de résumer 1'épidémiologie de Listeria monocy-

togenes,qui, il faut bien le reconnaitre,n'est pas trés bien connue.

De plus la contamination peut &tre antérieure & la grosses-
se et avoir entrainé la formation d'un foyer latent génital. Ce der-
nier cas soul&ve le probleme de l'atteinte ovulaire itérative qui

entraine des avortements a répétition.

IV CONSEQUENCE SUR L'AVENIR OBSTETRICAL DE LA FEMME ; AVORTEMENT A

REPETITION

11 s'agit d'un point trés discuté. Dans la littérature, on

ne retrouve que quelgues cas cde listéricses répétées au cours de
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SCHEMA EPIDEMIOLOGIQUE DE LA LISTERIOSE D'APRES MAUPAS ET COLL (94)

MAUPAS dans son schéma insiste sur la différence entre la

listériose. "Infection intestinale'" et la

listériose "clinique" ; en

effet Listerdia monocytogenes a pu étre isolée de selles de sujets ne

présentant aucun trouble. Ce sont des porteurs sains.

Ry
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grossesses successives (64). Les résultats rapportés par RAPPAPORT
et coll (129) avaient ému 1'opinion : ces auteurs avaient en 5 mois
isolé Listeria monocytogenes des sécrétions cervico-vaginales de 25
femmes parmi 34 qui présentaient des antécédents d'avortement & ré-
pétition. Mais les publications récentes (72) permettent de mettre
en doute 1'existence d'une atteinte ovulaire itérative, liée a un
portage cervico-vaginal chronique. En effet, L{sterdia monocytogenes
n'est jamais retrouvée dans les préleévements vaginaux (72) pratiqués
en dehors ou au cours de la grossesse. L'incidence de la listériose

dans l'avortement & répétition est certainement limitéde.
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LA LISTERIOSE NEO-NATALE

f.a listériose néo-natale est une des formes les plus
fréquentes de la listériose humaine (99). Depuis que COULOMBIER (29)
a rapporté le premier cas frangais de méningite chez le nouveau-né,

les publications se sont multipliées.

La forme clinique la plus anciennement connue est la
septicémie néo~-natale déja décrite par BURN (21), puis par REISS
(131) la "granulomatosis infantiseptica" qui correspond & une sep-
ticémie & localisations multiples d'une extréme gravité, a début

précoce, et gqui survient le plus souvent chez les prématurés,

Le début peut survenir aprés quelques heures, ou jours
de vie ; l'enfant nait prématuré avec des signes de déiresse res-

piratoire ou de souffrances cérébrales et meurt rapidement.

Parfois 1l'enfant parait normal & la naissance mais son
état s'aggrave dans les heures qui suivent. Certains signes évoca-
teurs d'une méningite aigué apparaissent ; l'enfant survit quelques
jours seulement. Ces deux aspects de 1l'infection néonatale a Listerda
la rapproche de celle dlde au streptocogue du groupe B avec une forme

tardive et une forme précoce (53).
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Le nouveau-né d'aspect normal 3 la naissance peut aussi
dans le courant des trois semaines suivantes ou aprés un intervalle
de trois jours, présenter une infection qui évolue sous la forme
d'une méningite néonatale isolée ; aprés traitement et guérison

apparente, des séquelles sont possibles.

I MODE DE CONTAMINATION DES NOUVEAU-NES

1.1 La transmission materno-foetale peut étre intra-utérine

selon trois voies classiques (99 - 19) :

~ la voie hématogeéne transplacentaire, avec envahissement
placentaire, puis foetal au cours de la septicémie maternelle ;

- la voie ascendante & partir d'une infection cervico-vaginale
(foyer latent génital) gagnant de proche en proche les membranes et

le liquide amniotique.

Ces deux modes de transmission sont responsables de la for-
me septicémique néo-natale, avec ou sans méningite, et avec localisa-
tions broncho-pulmonaires et digestives par 1l'intermédiaire du liqui-

de amniotigque infects#.

- la troisiéme voie est la contamination locale transmembranaire

a partir d'un foyer infectieux.



1.2 La contamination peut &tre post-natale. Le nouveau-né
peut 8tre contaminé au moment de 1l'accouchement par des germes
présents dans le vagin maternel. Dans ce cas, l'enfant s'infec-
terait par voie aérienne et présenterait surtout des formes lo-
calisées ou des formes méningées. Cependant, il est rare de met-
tre en évidence Listeria monocyfogenes dans les voies génitales
maternelles avant 1'accouchement (16). Cette forme de contamina-

tion semble donc peu fréguente.
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IMMUNITE CELLULAIRE

L'immunité cellulaire joue un réle important dans la ré-
sistance aux infections bactériennes ddes & des micro-organismes a
développement intracellulaire facultatif (120) comme Listeria mono-

cyfogenes.

I IMMUNITE A MEDIATION CELLULAIRE

SEELIGER (142) fait remarquer 1'absence de corrélation

entre le taux d'anticorps et la gravité de 1l'infection.

De nombreux auteurs (111 - 90 - 170 - 98 - 67 - 3 - 127) ont
été incapables de protéger des lapins ou d'autres animaux par des
suspensions tuées ou formolées de Listerdia monocytogenes. Ils ont
de méme été incapables de démontrer une protection par des sérums
3 hauts titres préparés A partir de bactéries vivantes ou tuées.

Ces sérums ne transmettent aucune résistance a 1'infection. MACKANESS

(90) et NORTH (108) ont démontré qu'a la suite de l'inoculation intra-
veineuse de L{sferia, les micro-organismes survivent et se multiplient
a 1'intérieur des macrophages et, sont ainsi inaccessibles aux anti-

corps humoraux (127).
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Cependant des souris recevant des doses subléthales de
souches virulentes de Listerdia monocytogenes sont immunes si on les
infecte avec des bactéries vivantes (98 - 170). En effet, dans beau-
coup d'infections ddes a des micro-organismes intracellulaires, la
guérison de la primo-infection et la résistance & une infection
ultérieure dépendent d'une réponse immunitaire & médiation cellu-
laire (120). Cette immunité cellulaire peut étre transférée par

injection de lymphocytes provenant d'animaux sensibilisés (120 - 170).

I1 IMMUNITE NON SPECIFIQUE

MACKANESS (90) découvre que les macrophages d'une souris
qui survit & une infection listérienne, sont résistants a Listerda
(ces macrophages apparaissent pendant 1'infection et cette appari-
tion coincide avec l'arrét de la multiplication du germe dans la
rate). Ces macrophages permettent une réponse accélérée a une nou-
velle infection : c'est une immunité cellulaire. Cette immunité se
développe vis a vis d'agents infectieux sans rapport avec celui qui
est responsable de 1'immunisation, c'est une immunité cellulaire
non specifique ; elle peut &tre produite par 1l'inoculation de Lis-

teria, de Salmonella (3) et méme de Canddida (93).

Dans le cas de Safmonella, on apu démontrer chez la souris
que la résistance cellulaire provient de 1'adsorption d'anticorps
spécifiques a la surface de macrophages. Ce mécanisme pourrait expli-

quer dans une certaine mesure l'absence d'anticorps circulants.



Dans le cas de L{sferdia ce mécanisme ne suffit pas pour expliguer
les faits suivants. Le transfert de macrophages tués ne confere
aucune résistance. Celle-ci étant liée & la présence exclusive

et a4 la prolifération des macrophages. Ce processus d'immunité
cellulaire est conditionné par une réaction antigéne-anticorps.
Si un-animal est infecté par Listerda monocytogenes, il dévelop-
pe une résistance cellulaire non spécifique, mais la modification
des macrophages qui conduit & cette résistance est.un phénoméne

spécifique qui dépend (98) :

- de 1'état de réactivité immunologique de 1'héte ; ce phé-

noméne est inhibé par 1'action des immuno-suppresseurs (125) ;

- de la réaction anamnestique qui ne se produit que par la
réintroduction du germe qui avait été utilisé la premiére fois,
selon une réaction de type antigéne-anticorps. Il faut donc sup-
poser que le germe transforme le monocyte normal en un monocyte
résistant et que cette transformation est une réaction du type
antigéne-anticorps, la résistance acgquise étant par ailleurs non

spécifique.

RODRIGUEZ (134) suggeére que la résistance induite par
des extraits de paroi de L{steria monocytogenes est au moins en
partie spécifique. Car cette résistance aprés infection par 1l'or-

ganisme immunisant serait beaucoup plus grande que 1'infection
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par un autre organisme. Bien que 1'induction de la résistance par
des bactéries tuées soit difficile a démontrer, une résistance
significative a été démontrée chez des souris immunisées par les

formes L de Listerdia monocytogenes (12).

KLASKY (82) décide d'isoler et d'identifier 1'immunogene
spécifique de Listerdia monoéytogeneb pour expliquer le mécanisme de
1'immunité. Il obtient une fraction protéique, immunogene mais fai-
blement éntigénique. Ce qui pourrait s'expliquer par le fait sui-
vant : il est probable que la fraction antigénique soit différente
de la fraction immunogéne, localisée en des points différents de
la cellule ; de plus les animaux immunisés ont de faibles taux ou pas

d'anticorps circulants.

KLASKY (82) suggere que la résistance a Listerdia est de
type médiation cellulaire par 1l'intermédiaire des lymphocytes T,
immunologiquement spécifiques. Ces cellules sont supposées répondre
a4 l'antigéne en sécrétant des lymphokines qui activent les macro-
phages de fagon non spécifique pour phagocyter et tuer les bactéries
infestantes. L'activation des macrophages est un processus dépendant
du thymus. On pourrait supposer que les animaux athymiques soient
tres sensibles a 1'infection a L{sterdia. Cependant, on a montré que
des souris thymectomisées, ou traitées avec un sérum anti-thymocyte
ne montrent pas une sensibilité frappante durant les cinqg jours

aprés 1'infection listérienne (170 - 149 - 46).
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CHAPITRE V :

DIAGNOSTIC SEROLOGIQUE DE LA LISTERIOSE
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DIAGNOSTIC SEROLOGIQUE DE LA LISTERIOSE

L'étude sérologique de la listériose a donné lieu a de
trés nombreux travaux (142) qui sont souvent contradictoires. Le
probléme est complexe car les différentes techniques sérologiques
sont pratiquées & partir de préparations antigéniques variables,
différentes selon les auteurs et les résultats ne sont donc pas
comparables. De sorte que, comme le dit GRAY (65) "des légions de
publications" issues de tous les coins du monde sont scrties quant
4 la sérologie de Listerdia monocytogenes, que tous les types de
réactions sérologiques ont été étudiées, mais que deux d'entre
elles seulement sont les plus couramment employées (34) : la réac-
tion d'agglutination, et la réactiqn de déviation du complément

(142).

I REACTION D'AGGLUTINATION

Cette réaction est utilisée par de nombreux auteurs (65)
pour le sérotypage des souches de Listerdia monocytogemes, et pour
le séro-diagnostic afin de déceler la présence et le taux des

agglutinines sériques.
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La réaction d'agglutination se heurte & des difficultés
techniques. La préparation des antigénes somatiques 0 et flagel-

laires H nécessite des méthodes de cultures particuli2res.

1.1 Propriétés des antigénes flagellaires et somatiques

ROBBINS et GRIFFIN (132) ont étudié les antigénes 0 et H
et leurs anticorps correspondants. Certaines précautions doivent

gtre prises pour la préparation des solutions antigéniques.

Un faible chauffage, 1'addition de formaldéhyde, de chlo-
ramine T, de merthiolate (éthyl mercurithiosalicylate de sodium) ou
de phénol n'ont pas d'effet sur la production d'antigéne H. Cepen-
dant le facteur A est détruit par la chloramine T, le merthiolate
et le phénol ; le facteur C est trés légerement atteint par le mer-

thiolate 3 1'exception du facteur III.

Les facteurs 0 ne sont pas affectés par un chauffage a

100° C (54) ou par une forte concentration d'alcool.

Les anticorps anti-facteurs H : A, B, C et D apparaissent
tres tot, mais le facteur A tend a décroitre trés vite. L'anticorps
anti-facteur C apparait plus tard mais il se développe rapidement.
La production d'anticorps contre les facteurs 0 est peu variable,

particulierement contre le facteur III qui reste longtemps bas mais

qui atteint des taux relativement élevés apres la cinquiéme semaine.

- 5§ -
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OSEBOLD et coll (112) démontrent 1'existence d'une subs-
tance protéique en surface qui empécherait les antigénes traités a
la chaleur de s'agglutiner. Le traitement des cultures par la tryp-
sine & la concentration de 0,1 plO0 modifie la couche protéique la
plus externe de la paroi des germes, supprime cet effet et augmente
la spécificité des préparations d'antigénes somatiques. Il est pré-

férable d'éviter le phénol puisqu'il favorise 1'auto-agglutination.

1.2 Préparation des antigénes flagellaires H et somatigues 0

pour la production des sérums et les tests d'agglutination

Pour les antigénes flagellaires H, une culture treés mobile
est indispensable. Pour cela, DONKER-VOET (35), recommande d'inoculer
les cultures sur des boites de Pétri contenant peu d'agar (5 pl00),
incubées & la température du laboratoire 22° C pour avoir le maximum
de mobilité. Les cultures sont transférées en milieu liquide, puis
inoculées sur gélose molle "humide', pour faciliter 1'agglutination

par les immun-sérums homologues.

Les bactéries sont traitées par le formol 3 une concentra-
tion de 0,25 a 0,30 pl00. La suspension antigénique ainsi obtenue
aprés 24 heures d'incubation a 379 C peut étre utiliséde soit pour

1'immunisation des lapins, soit pour les tests d'agglutination.



Pour les antigénes somatiques 0, les cultures en milieu
solide sont incubdes &4 37° C de fagon & empécher la formation des
antigeénes flagellaires pendant 24 - 36 heures d'incubation. Les
cultures sont lavées en eau physiologique. L'extraction antigénique
se fait au bain marie a une température de 100° C pendant une heure
(141). La suspension antigénique est faite dans un tampon phosphate
pH 7,2 et est utilisée pour 1l'immunisation des lapins et les tests

d'agglutination.

1.3 La séro-agglutination

Au cours d'une infection & Listerdia, se développent sou-
vent chez 1'homme ou l'animal, des anticorps sériques contre les
antigénes 0 et H, gue 1l'on peut mettre en évidence, gualitativement
et guantitativement par agglutination. Les antigénes 0 et H sont
ajoutés a des éoncentrations décroissantes de sérum. lLes agglufina—
tions 0 sont finement granuleuses, les agglutinations H sont flocon-

neuses et peuvent étre dissociées.

a) Résultats

La présence tres fréquente des agglutinines anti-Listerda
dans les sérums humains pose le probléme de la spécificité des ag-
glutinines, étant donné que L{steria monocytogenes possdde des com-

munautés antigéniques avec de nombreux germes Gram positif (142).
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L'un des inconvénients majeurs du test d'agglutination est 1l'existence
des réactions croisées avec des Streptocoques hémolytiques, et Staphy-

locoques (epldermidis et aureus).

SEELIGER et coll en 1957 (137) ont montré que les antigeénes
0 thermostables de type 1 et 3 donnent des réactions croisées avec
les Streptocoques du groupe D et les Staphylocoques dorés. Ces réac-

tions sérologiques communes sont dles en partie & la présence de

1'antigéne de RANTZ (128).

Dans ce cas, une saturation des sérums par une souche de
Staphylococcus aureus est utile. L'absorption par une culture de
Staphylocoques a un effet relativement faible sur les agglutinines
du type 1, elle supprime complétement toute trace d'agglutinines de
type 3 de Listerdia monocytogenes. Des réactions croisées survien-
nent aussi avec des bactéries de type 4 mais elles sont moins gé-
nantes que celles rencontrées avec les autres types. Les souches tuées
au formol donnent également des réactions croisées mais & un degré

moindre que les souches tuées a la chaleur.

WELSHIMER (168) démontre des réactions croisées entre
Listenia monocytogenes formolées et Staphylococcws epddermiddis.
Quand les lapins sont immunisés contre Staphyfococcus epidermidis

et infectés trois mois apres par Listferdia monocytogenes, il y a
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une nette augmentation du titre en anticorps anti—Staphylocoque(
De méme quand les lapins sont immunisés par Listerdia monocytogenes
et infectés apres par Staphyfococcus epidermidis, il y a une nette
augmentation du titre en anticorps anti-Staphylocoque. Ceci sug-

gére fortement que ces bactéries ont en commun un ou des antigénes.

b) Conclusion

——— . e o e, o

Beaucoup de sujets apparemment sains ont des agglutinines
anti-L{sterdia mais il est impossible de déterminer leur significa-
tion. Dans la plupart des cas, les titres d'anticorps atteignent,

au maximum, une valeur limite de 1:160.

En général, des anticorps dans um sérum sont la marque
d'un contact précédent avec 1'antigéne spécifique ; puisque Lisferdla
monocytogenes peut donner des réactions croisées, ces anticorps ne
sont pas obligatoirement spécifiques de L{isterdia, particuliérement

en ce qui concerne les titres bas.

En fait, il y a grand intérét dans ces cas a pratiguer
une absorption des sérums par les Staphylocoques et Streptocogues

du groupe D (142).



SEELIGER (142) considere qu'en 1l'absence de symptémes
cliniques évidents, ne sont pris en considération que les taux
égaux ou supérieurs a 1:320. Le test d'agglutination n'a de va-
leur que si 1'on observe une augmentation dq titre d'anticorps
pendant la durée de convalescence de ce qui semble &tre une lis-
tériose ; une élévation simultanée des agglutinines anti 0 et

anti H serait de bonne valeur.

Mais en général le taux de ces deux types d'anticorps
(anti H et anti 0) ne varie pas de fagon parallele, les anticorps
anti H n'atteignent un haut titre qu'une fois que les anticorps

anti 0 ont atteint ou méme dépassé leur titre maximum (49).

Pour ces raisons d'autres précautions doivent étre
prises dans l'interprétation sérologique de listériose. En fait,
il faut répéter 1l'examen a 15 jours d'intervalles de fagon a

suivre la cinétique des anticorps.

c) "Les agglutinines froides"

e A n S i e o S it i i S Y P A e R it e

KORN (83) observe une activité remarquable des "agglu-
tinines froides'" dans le sérum de malades présentant une ménin-
gite listérienne confirmée. Ces sérums sont testés par des solu-

tions antigéniques préparées a partir des cultures de L{isterda.
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tuées a la chaleur. Les agglutinines croissent puis chutent de fagon
parallele aux titres d'agglutination durant 1'évolution de la mala-
die. Ces agglutinines peuvent également &tre produites expérimenta-
lement chez le lapin et leur évolution suit le méme schéma que le
test d'agglutination. KORN (83) suggere que si des agglutinines
froides sont formées durant 1l'infection listérienne, elles peuvent
donner lieu & des réactions faussement positives dans la méthode de

PAUL BUNELL DAVIDSON.

HOEPRICH (142) applique la méthode de DAVIDSON modifiée ;
les agglutinines froides réveélent les anticorps spécifiques de
Listeria monocytogenes. Cependant, d'autres auteurs (65) n'ont ja-
mais été capables de démontrer 1l'existence de ces agglutinines dans

les sérums de patients présentant une listériose.

II REACTION DE FIXATION DU COMPLEMENT

Indépendemment mais simultanément, SEELIGER (142) et
PATOCKA (65) développent des tests pour la détection des anticorps
anti-Listeria fixant le complément. Ils utilisent des extraits
acides de Listerda monocytogenes a partir des lysats préparés par
congélation et décongélation successives des suspensions de cul-

tures bactériennes tuées par le merthiolate.
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La réaction est réalisée avec des éntigénes somatiques 0
phénolés, apres exposition des cultures de Listeria monocytogenes
aux ultra-sons et hautes températures (142). La réaction est posi-
tive si l'hémolyse du systéme révélateur ne peut se faire, c'est
34 dire si le complément a été fixé préalablement par le complexe

antigéne-anticorps.

2.1 Résultats

La réaction de déviation du complément reste souvent
négative dans des cas de listérioses bactériologiquement prouvées.
Elle est due a l'apparition d'anticorps qui ne persistent a un

taux appréciable que peu de temps.

On trouve rarement des réactions de fixation du complément
fortement positives (49). Les titres ne dépassent guire 80 a 160 et
un titre de 10 est considéré comme significatif. Comme dans la réac-
tion d'agglutination, la fréquence des réactions croisées avec les
antigénes staphylococcigues oblige & &tre particuliérement prudent
dans l'interprétation des résultats. Dés lors, SEELIGER (142) consi-
dére donc ce test comme spécifique si les sérums ont &été absorbés
avec les antigénes de Staphylocoque et de Streptocoque. Cependant,
la saturation du sérum de patient avec Staphylocoque peut provoquer
1'épuisement des anticorps anti-Lisferia. Le test d'absorption peut

ainsi, parfois, donner de faux négatifs si les anticorps formés sont
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des anticorps anti-antigeéne du groupe, qui est commun a Listerda
et aux Staphylocoques. Dans de tels cas, la mise en évidence d'ag-
glutinines H, qui présentent une spécificité plus importante, peut
aider au diagnostic (49). Par conséquent, en raison de ces diffi-
cultés, il est recommandé de faire conjointement les deux réactions

d'agglutination et fixation du complément.

2.2 Conclusion

La réaction de déviation du complément est peu utilisée
par rapport & la séro-agglutination ; c'est une réaction spécifique
mais peu sensible (101) qui requiert une grande standardisation et

rares sont les laboratoires qui la pratiquent (49).

Afin d'associer la spécificité des antigénes solubles a
la sensibilité des réactions d'agglutination et de faciliter la
lecture des résultats, BIND (14) utilise l'antig®ne somatique so-
luble extrait & 1l'acide trichloroacétique selon la technique de
BOIVIN ; l'antigene est fixé par le chlorure de chrome sur les
hématies de mouton (38). La présence d'anticorps dans les sérums
4 tester provoque une hémagglutination passive. Pour objectiver la
lecture des résultats, l'addition de complément entraine une lyse
des hématies agglutinées et 1'hémoglobine libérée est dosée par
spectrophotométrie. Les résultats sont donnés par la différence de
densité optique (A DO) obtenue par rapport a un témoin sérum négatif

(14).
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Cette technique mise au point chez l1l'animal n'a pas pu

étre utilisée pour le diagnostic de la listériose humaine.

III REACTION DE PRECIPITATION

Cette réaction peut étre utilisée pour le sérotypage et

le séro-diagnostic.

MURASHI et TOMPKINS (103) ainsi que METZGER (96) ont dé-
montré la présence des précipitogénes d'origine somatique obtenus

par traitement des cultures de Listerdia monocytogenes a 1ltéther.

SEELIGER (142) rapporte des réactions croisées entre les
précipitogénes de Strepfococcus gaecalis et Listeria monocyfogenes.
La réaction réciprogue n'est pas vérifiée ce qui suggeére que le
test de précipitation pourrait avoir des avantages sur le test

d'agglutination.

L'immunoprécipitation en gel (115) s'avére une méthode
qui est "pleine d'avenir" pour établir un diagnostic rapide de
listériose. Déja DREW (36) en 1946 3 partir des extraits polysa-
ccharidiques de Listeria monocytogenes spéculait sur le fait que
si ces polysaccharides étaient libérés dans le liquide céphaloc-
rachidien des malades atteints de méningite un test de précipita-

tion pourrait étre réalisable.
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IV REACTION D'HEMAGGLUTINATIGN

Des travaux de SACHSE et POTEL (137) sur 1'hémagglutination
utilisant des érythrocytes de poulet, de mouton et d'homme du groupe
0, ont montré des réactions croisées avec les Streptocoques du groupe

D et Listeria monocytogenes de type 1.

NETER (104) en utilisant le test d'hémagglutination démontre
la présence de 1'antigene de RANTZ (128) commun & de nombreuses bacté-
ries Gram positif dans les souches de Listeria monocyZogenes. Ce qui
confirme les inquigtudes quant a la validité de ce test sérologique

pour les listérioses.

V REACTION D' IMMUNGFLUORESCENCE

Cette méthode déctle des antigénes précipitants par 1l'emploi
d'antisérums spécifiques conjugués a 1l'isothiocyanate de fluorosceine
(150 -81). Cette technique pourrait étre employée comme moyen de dépis-
tage de la listériose chez la femme enceinte et chez le nouveau-né
(méconium, liquide céphalorachidien). Cette technique permet un diag-
nos£ic rapide, mais CHERRY et MOODY (27) démontrent le manque de spé-
cificité des immun-sérums fluorescents jusqu'alors a la disposition

des laboratoires.



VI TEST DE CROISSANCE

Préconisé par POTEL et DEGEN en 1960 (124), il consiste
a3 cultiver les bactéries en présence de dilutions connues d'anti-
sérum spécifique en bouillon nutritif ; aux basses dilutions les
bactéries cultivent, s'agglutinent et forment des masses flocon-
neuses laissant un bouillon clair. Aux fortes dilutions, seul un
dépot se forme avec un bouillon restant plus ou moins trouble. Si
le trouble est uniforme avec un bouillon de culture présentant
juste un petit bouton de croissance & la base, on considére que
le test de croissance est négatif. Le test peut étre considéré
comme satisfaisant pour le diagnostic sérologique avec un titre

significatif au 1:50.

DESPIERRES reprend le test de croissance en 1971 (34)
pour l'adapter a la réaction d'agglutination en gélose nutritive
en présence de sérum a examiner. Elle démontre que la réaction
sur gélose donne des résultats plus spécifiques du fait de com-
munautés antigéniques moindres avec d'autres germes. Cependant,
la réaction d'agglutination sur gélose ne peut mettre en évidence
des agglutinines H, en raison de la concentration élevée en gé-
lose du milieu de culture, de la température de culture (37° C).
Tous ces facteurs défavorisent fortement le développement de 1la

ciliature des germes.
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De plus cette technique nécessite 1l'entretien de cultures
parfaitement "smooth" et l'emploi de bactéries vivantes comme anti-
gene de Listerda monocytogenes ne semble pas le moyen le plus adé-

quat pour le séro-diagnostic de la listériose.

VII CONCLUSION

Le diagnostic de listériose ne peut se fonder uniquement
sur ces réactions sérologiques car beaucoup de sujets apparemment
sains ont des anticorps agglutinantsde Listerdia monocytogenes, a
des taux faibles. Etant donné les réactions sérologiques croisées
(168 - 141 - 142) que nous avons signalées, ces anticorps peuvent
aussi bien correspondre & une infection banale & Staphylocoque ou
a Streptocoque qu'a une listériose ancienne. C'est pour cette rai-
son qu'en matiere de diagnostic sérologique, il faut exiger un taux
élevé d'anticorps avant d'admettre l'existence d'une listériose

récente ou en cours.

Inversement, comme nous l'avons vu, les réactions sérolo-
giques (agglutination ou fixation du complément) peuvent é&tre néga-
tives dans des cas de listériocse bactériologiquement prouvée. I1
est difficile de savoir si ceci est di & 1l'absence de formation
d'anticorps ou au fait que la technique utilisée n'a pu les mettre
en évidence. Il est utile de déterminer la nature des anticorps

décelés dans la listériose (16).
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Le traitement des sérums par le 2 mercapto-éthanol (157 -
113) selon la technique de UHR et FINK-ELSTEIN (160) assure la

différenciation des IgG et des IgM.

ARMSTRONG et SWORD (4) ont trouvé chez la lapine aprés
une listériose expérimentale, des anticorps de deux types ; IgG
et IgM dont le rapport est assez stable dans un cas donné, mais
variable selon les sujets d'expérience. Les tests d'agglutination
détectent classiquement les IgM ( 19 S) dans un premier temps,

puis dans un deuxigme temps les IgG (7 S).

Cependant AALUND et coll (1) rapportent que 50 a 60
pl00 des anticorps agglutinants chez les animaux infectés sont

les IgG (7 S).

Chez 1'homme, les macroglobulines de la classe IgM sont
dominantes et les anticorps IgG n'ont été décelés que lors des in-
fections confirmées ou probables (145). Les fractions IgM sont
facilement décelées par les réactions d'agglutination. Tandis que

les IgG seraient responsables de l'activité précipitante (5).

I1 faudrait donc logiquement utiliser ces deux types de

réactions lorsqu'on cherche 4 faire un diagnostic sérologique (142).
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La persistance des taux d'anticorps agglutinants est mal
connue. Parfois les taux élevés se maintiennent plusieurs mois aprés
une infection listérienne, rarement des années, ce qui rend difficile
1'interprétation des titres élevés trouvés longtemps apreés une infec-

tion en particulier quand on ne dispose pas de paire de sérum.

Mais on connait également le réle possible de Listerda
monocytogenes dans les déficits mentaux ou dans les cas de retard
psychomoteur ; certains (65) ont trouvé un taux d'anticorps anti-
listériens élevés chez des enfants atteints de débilité. Par ail-
leurs certains cas d'avortements ou la listéria n'a jamais été

isolée doivent 8&tre regardés avec suspicion.

La fréquence des formes inapparentes de listériose .com-
plique 1l'étude de 1l'incidence réelle de cette communauté antigé-

nique sur le diagnostic sérologique des listérioses.

Cependant la sérologie & un intérét certain ; femme
enceinte présentant un épisode grippal au cours duquel la bacté-
riologie n'a pu étre faite ou est restée négative ; femme ayant
des antécédents d'avortement ou d'accouchement prématuré ou dont
1'enfant a eu une infection néo-natale précoce. La sérologie
conduit au diagnostic d'infection maternelle et améne & instituer

un traitement antibiotique jusqu'a 1'accouchement.
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L'abondance des techniques témoigne des insuffisances de
la méthode sérologique (65 - 142) : toutes les réactions usuelles
qui emploient des bactéries entigres (34), comme antigéne n'ont
pas donné de bons résﬁltats. Sans doute l'utilisation de réaction
nouvelle utilisant des extraits bactériens comme antigéne spécifi-
que de Listerdia monocytogenes capable de faire une bonne différen-
ciation des immunoglobulines pourra établir un véritable diagnostic

et remédier i cette déficience.



MATERIEL ET METHODES

* Tous les milieux de culture, solutions et tampons utilisés sont

répertoriés dans 1l'annexe techinique.
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CULTURE BACTERIENNE ET

PREPARATION DES ANTIGENES
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CULTURE BACTERIENNE ET PREPARATION DES ANTIGENES

I SOUCHES BACTERIENNES ET CONSERVATION

1.1 Les souches bactériennes

Les sérovars 1 et surtout ab sont ceux qui sont les plus
~ fréguemment retrouvés en Europe et en France dans les listérioses
humaines (123). C'est la raison pour laquelle dans notre étude

nous avons choisi une souche de Listerdia monocytogenes sérovar 4b.

- Les différentes souches de référence de la collection du
Professeur H.P.R. SEELIGER ont été gracieusement fournies par le

Docteur A.L. COURTIEU (Faculté de Médecine de Nantes).

- Les souches de Streptococcus gaecalis, Staphylococcus

auwrews et Staphylococcus epidermidis ont été isoldes au Laboratoire.

1.2 Conservation des souches

Toutes les souches sont conservées par lyophilisation.
Les souches bactériennes ont été ensemencées sur une gélose ordi-
naire qui a été incubée 18 heures & 37° C. La culture est é&mulsion-

née dans 5 ml de lait écrémé stérilisé 20 minutes par autoclavage



SOUCHES DE REFERENCE DE LA COLLECTION

TABLEAU 3

DU PROFESSEUR H.P.R. SEELIGER
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Sérotypes de
Listerndia monocytogenes

Numéro de collection donné par le
Laboratoire Hospitalier de Nantes

1/2 a 095
1/2 b 095
1/2 ¢ 095
3 a 095
3 b 095
3 095
4 ab 095
4 a 095
4 b 095
4 ¢ 095
4 d 095
4 e 095
4 g 095
4 f 095
5 095
6 095
7 095
Listerda grayd

73
73
73

73
73
73

73
73
73
75
73
75
75
75

73
73

73

1801
1802
1803

1804
1805
1806

1807
1808
1809
1810
1811
1089
1090
1814

1815
1816

1817

Lie



a3 105° C. La suspension bactérienne est répartie sous un faible
volume dans des ampoules puis lyophilisée avec un lyophilisateur

USIFROID.

Avant utilisation, les germes lyophilisés mis en sus-

pension dans du bouillon DTB sont incubés a 37° C pendant 18

heures. La culture est ensuite repiquée sur gélose ordinaire.

Entre les expériences, les souches sont conservées sur

gélose & la température du laboratoire.

II LES CULTURES BACTERIENNES

2.1 Culture en erlenmever

La culture en vue de la production des antigénes a été
effectuée dans les erlenmeyers de 4 litres de bouillon DTB ense-
mencés par 100 ml d'une pré-culture de 24 heures a 37° C. La mas-
se bactérienne est obtenue par centrifugation a 600 g & + 4° C
pendant 20 minutes au moyen d'une centrifugeuse BECKMAN (rotor
JA 10). Le contr6le de la pureté des cultures a été suivi par

isolement sur milieu gélosé au sang.
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Les germes sont recueillis stérilement, lavés ensuite &
trois reprises par une solution d'eau physiologique stérile pour

éliminer toute trace de milieu de culture.

Un erlenmeyer de 4 litres de milieu de culture fournit

environ 4 grammes (poids humide) de bactéries avec Listerdia mono-

cytogenes, Les germes lavés sont conservés par congélation.

2.2 Culture en masse

Les cultures en fermenteur qui ont été réalisées par
Monsieur DECk dans le Service du Professeur GUILLAUME permettent
1'obtention d'une quantité importante de matériel bactérien. Les
bactéries sont cultivées dans un fermenteur BIOLAFFITE (Gourdon-
Poissy) de 15 litres de capacité. Cette méthode nécessite une pré-
culture dans une fiole de 1 000 ml dont le contenu est injecté
dans le fermenteur aprés une incubation de 24 heures. La culture
se déroule sous agitation constante de 50 tours par minute e£ sous
pression constante d'air & la température de 37° C pendant 8 heures
afin d'obtenir des bactéries en phase exponentielle de croissance.
Le débit de 1l'aération est porté & un litre d'air par volume de
milieu et par minute. L'addition de 1l'antimousse (Bervaloide type
5818) est indispensable pour baisser la tension superficielle. Les
bactéries sont recueillies par centrifugation a l'aide d'une cen-
trifugeuse WESTPHALIA (clarificatrice KDD 600) ; ceci permet 1'ob-
tention d'environ 65 g de Listeria en poids humide. Les germes

lavés sont conservés par congélation.
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III PREPARATION DES EXTRAITS ANTIGENIQUES

Avant tout broyage, nous avons effectué un contréle de

la pureté de la culture par isolement sur milieu gélosé au sang.

3.1 Broyage & la X press

a) Principe de la méthode

e e e v e o o o P —

Nous avons utilisé le culot bactérien provenant soit
du fermenteur, soit des cultures en erlenmeyers. Le culot est
soumis au cryobroyage a la X press selon la méthode employée

par DELVALLEZ et coll (31).

Cette technique consiste & rendre les bactéries rigides
et cassantes en les congélant dans la neige carbonique 3 une tem-
pérature de - 25° C. Le cryobroyage est réalisé a l'aide de la X
press (LKB BIOTECH) constituée de deux cylindres symétriques en acier
inoxydable pouvant recevoir le matériel bactérien. Les deux cylindres
communiquent entre eux par un orifice de 2 mm de diamétre ce qui
permet le passage des microorganismes éclatés. La rupture des pa-

rois bactériennes est assurée par l'action d'une forte pression.

b) Mode opératoire

s e s o s g i i e e e o

Le culot bactérien est repris dans 20 ml de tampon Tris 1

stérile, additionné ou non de 10 mM MgClZ. La suspension est injectée



dans la cellule de 25 ml préalablement portée & basse température
dans la neige carbonique, puis broyée sous une pression de 28.103
psi. Chaque suspension est soumise & 6 passages consécutifs 2 la

X press.

3.2 Homogénéisation du broyat

La masse broyée est traitée dans un homogénéiseur-
broyeur & couteaux "Virtis 45" pendant 5 minutes a la vitesse de

2 000 tours par minute.

3.3 Préparation de l'extrait antigénique de centrifugation

Le broyat homogénéisé appelé extrait brut (CE = Crude
Extract) est dans un premier temps centrifugé & 600 g pendant 20
minutes pour sédimenter les bactéries restantes. Puis une cen-
trifugation du surnageant (CSE = Crude Soluble Extract) & 40 00C g
au moyen d'une centrifugeuse BECKMAN (rotor J 20) sépare les é1é-
ments particulaires (dont les parois bactériennes) des antigénes
solubles de Listeria. Toutes les opérations sont effectuées a une

température de + 4° C (tableau 4).
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TABLEAU 4

PREPARATION ANTIGENIQUE DE LISTERTA MONOCYTOGENES SERGTYPE 4

8 g de germes vivants de Listerda
monocytogenes lavés trois fois
en eau physiologique stérile 0,85 p 100 Nacl

Cryobroyage & la X-press 28 000 psi
20 ml de tampon Tris 1 additionné

ou non de 10 mM de MgCl2

5 ml de Tampon
Homogénéisation 2 000 t/mn 5 mn

au broyeur couteaux type virtis

Extrait brut
CE (Crude Extract)

Centrifugation 3 600 g
20 mn & + 4° C

Surnageant
CSE (Crude Soluble Extract) Culot

extrait brut soluble

\“\5\5\\\5‘\‘\‘"““--\

Centrifugation a 40 000 g
60 mn a + 4° C

Surnageant (S 40) Culot
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IV OBTENTION DES SERUMS

4.1 Procédés d'immunisation des lapins

Les lapins sont immunisés selon la méthcde définie par
VAITUKAITIS (161) qui permet d'obtenir des immun-sérums a partir
de trés faibles quantités d'antigeénes. On choisit un lapin adulte

pesant 3 & 3,5 kilogrammes exempt de toutes maladies.

Nous immunisons par lots de trois lapins (géants des
Flandres-élevage Cegav) de fagon & obtenir un pool de sérum. Avant
d'immuniser les lapins, on leur préleéve 5 ml de sérum qui sont
testés par immunodiffusion contre les extraits antigénigques de
Listeria, Streptocoque, et Staphylocodﬁe pour vérifier 1'absence

de réaction immunologique vis a vis de ces germes.

Les lapins rasés sur les flancs recoivent par voie

intradermique un volume de mélange suivant :

~ Solution antigénigue...cveiiieiiiieesneseecrcrsrsrnnnas 1 ml

- Adjuvant incomplet de Freund (Laboratoire Difco)....... 1 ml

On émulsionne soigneusement le mélange juste avant

1'injection.
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Les injections sont faites en plusieurs points sur la peau
du flanc ; un rappel a lieu trois semaines aprés la premiere in-

jection.

Les sérums sont prélevés 15 jours aprés la seconde in-

jection, par saignement au niveau de la veine marginale de 1l'oreil-

le. Les sérums sont conservés congelés, par aliquot de 1 ml.

Préparation des sérums immuns

- Immun-sérums anti-bactéries entiéres

et e sy S e ot o e i Y e M e S p S o s e S P o AP A o T At S 2

L'antigéne utilisé a été des Lisferdia vivantes a 109
bactéries/ml mélangé & un volume égal d'adjuvant incomplet de
Freund. Lé lapin est protégé trois jours apreés 1l'injection de
la solution bactérienne, par un traitement a la Pénicilline
(1 million unités internationales) injectée une seule fois par
voie intramusculaire. On procéde a trois injections par voie

intradermique séparées par un intervalle de trois semaines chacune.

- Immun-sérums polyvalents

Les solutions antigéniques ont été le CE, le CSE et le

S 40.
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- Immun-sérums monovalents

La solution antigénique injectée aux lapins a été préparée
a partir d'un pic de précipitation anticorps-antigéne obtenu par la
technique de LAURELL (86) selon les modalités décrites par DELVALLEZ

et coll (31).

4.2 Sérums humains

Ils ont été divisés en deux groupes :

- un premier groupe composé de sérums négatifs provenant de
femmes enceintes, de nouveau-nés et de personnes saines ou pré-

sentant des manifestations pathologiques non listériennes.

- le deuxieme groupe ; sérums positifs de femmes enceintes ;
meéres de nouveau-nés, nouveau-nés chez qui a été isolé Listerda

monocytogenes.

Les sérums sont répartis en aliquots de 1 ml et congelés

a - 20° C.

V DOSAGE DE PROTEINES (LOWRY (89))

Le dosage des protéines est réalisé selon la méthode de
LOWRY (89) au réactif de biuret en utilisant une solution standard

de sérum albumine (SIGMA) pour la gamme étalon.



5.1 Gamme de sérum albumine boavine

10 mg de sérum albumine bovine sont dissous dans 10 ml
d'eau distillée. La solution mere ainsi préparée est diluée avec

de 1l'eau distillée de fagon suivante.

Solution mére H20 : Concentration Finale
2,5 ml + 2,5 ml = 500 ug/ml
2,0 ml + 3,0 ml = 400 ug/ml
1,5 ml + 3,5 ml - 300 ug/ml
1,0 ml + 4,0 ml = 200 ug/ml
0,75 ml + 4,25 ml = 150 ug/ml
0,50 ml + 4,50 ml = 100 ug/ml
0,25 ml + 4,75 ml = 50 ug/ml

5.2 Mode opératoire

A 0,2 ml de solution protéigue a doser, dilude de fagon
3 entrer dans la gamme standard et 0,2 ml de chaque concentration
standard on ajoute 2 ml de réactif du biuret. L'ensemble est mé-
langé et laissé 30 minutes & l'obscurité & la température du la-
boratoire. On ajoute rapidement a chacun des tubes 0,Z ml de
réactif de Folin dilué au demi extemporanément en eau distillée
et on mélange d&s l'addition, car ce réactif est treés instable

en milieu alcalin.
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La coloration se développe en 15 minutes a 1'obscurité.

Elle reste stable environ deux heures.

lLa lecture des résultats se fait au spectrophotométre
4 la longueur d'onde de 660 nm. Les solutions sont lues contre

le témoin réactif.
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CHAPITRE II :

METHODES IMMUNOLOGIQUES

- Méthodes de détection des antigeénes

- Méthodes de titrage des anticorps
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METHODES DE DETECTION DES ANTIGENES

I IMMUNODIFFUSION EN GELOSE PAR LA METHODE D'OUCHTERLONY (115)

Cette méthode consiste & faire diffuser l'un vers 1l'autre
une solution antigénique et un antisérum contenant des anticorps
précipitants dirigés contre ces antigénes. Nous avons utilisé 1’im-
munodiffusion pour une premigre appréciation du nombre d'antigeénes,

et pour l'étude du rapport des concentraticns antig&nes-anticorps.

1.1 Mode opératoire

a) Préparation des lames

—— i i s e ) St R o i o St S B e

Les lames de 25x75 mm sont mises plusieurs jours dans de
1'alcool avant utilisation. Les lames sont déposées par 6 sur le

chassis LKB-GELMAN.

Les chassis étant garnis, parfaitement horizontal, chaque
rangée de trois lames regoit 13 ml d'agar fondue a 90° C, refroidie
a température ambiante & 1'abri de la poussitére sous couvercle pen-

dant 10 minutes. L'empreinte des trous est faite a l'emporte piéce
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LKB dans la gélose solidifiée, selon la disposition et la taille
souhaitée, puis les chassis sont placés sur le porte-chassis a
4° C pour une légere contraction de la gélose, ce qui facilite

1'extraction ultérieure du gel dans les trous.

b) Immunodiffusion

o vt o = s o o

Les solutions antigéniques & analyser sont déposées dans
les trous & la pipette automatique GILSON : dép6t de MJ/ﬂ.pour des
trous de 2 mm de diameétre sur 2 mm de profondeur. Les chassis sur
leur porte-chassis, sont placés en atmosphére humide dans des boites

hermétiques, garnies de papier filtre humidifisé.

Les lames sont abandonnées 24 heures & une température de
37° C, puis 24 heures a 4° C pour favoriser une bonne précipitation
des arcs. I1 est possible de recharger les puits aprés un délai de
24 heures. Apreés un séjour a 4° C, les lames sont immergées une

heure dans une solution de citrate pour éliminer les faux arcs.

L'exces de matériel diffusible est enlevé par deux lava-
ges effectuéds dans la solution de chlorure de sodium a 0,85 plQO,
et enfin un dernier lavage dans l'eau distillée pendant une nuit

a4° C.



- 971 -

Le séchage a lieu sous papier Whatman n® 1 par simple éva-
poration & la température ambiante. On veille 3 ce que tous les trous
soient entiérement remplis d'eau au moment de placer le papier What-
man lequel est déposé humidifié sur la gélose. Ces précautions évi-
tent 1'éclatement de la circonférence des trous lors du séchage. A
la fin du séchage, le papier filtre se retire sans difficulté. Les
lames sont détachées du chassis et numérotées puis colorées dans la
solution d'amidoschwarz 10 B pendant 5 minutes. Les lames sont déco-

lorées dans deux bains successifs de solution de décoloration.

II IMMUNOELECTROPHORESE BIDIMENTIONNELLE D'APRES LAURELL (86)

Le mélange antigénique est préalablement séparé par
électrophorgse (l2re dimension), puis soumis & une seconde électro-
phorése dans un gel contenant un antisérum polyvalent ou monospéci-

fique (22me dimension).

2.1 Mode opératoire

a) Préparation des lames

——— o P o Sk o e D ot i e S T o e

Les lames de verre de 90x110x15 mm, lavées et dégraissées
regoivent un volume de 16 ml d'agarose fondue & 90° C. Le gel est
refroidi et solidifié. On pratique a 1l'emporte pigce APELEX un puits

de 10 mm de long. Le gel est aspiré par une pipette pasteur. On
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2

dépose Nlrd de solution antigénique & analyser ; aprés évaporation
a4 température ambiante, le puits est rempli par un mélange d'agarose
et de bleu de bromophénol fondu a 90° C et refroidi & une tempéra-

ture de 45° C. Le bleu sert de témoin de migration.

b) Premiére dimension

- o o s o

La migration est induite par un courant continu fourni
par un générateur type SHANDON, donnant une différence de potentiel
de 10 V/cm pendant 60 minutes. Le pontage est assuré par du papier

Whatman n® 1 imbibé du Tampon véronal.

c) Deuxigme dimension

- e v ot o e e e T e i s o

A la fin de la premigre migration, on enléve le gel inu-
tile ne conservant que l'étroite bande contenant les protéimes. On
prépare 14 ml d'agérose pour la deuxieéme dimension dans laquelle
1'immun-sérum spécifique est incorporé. Le gel est coulé rapidement

sur la lame.

La deuxieéme migration, qui se déroule perpendiculairement

a la migration premiére, a lieu sous 3 volts/cm pendant 16 heures.

Puis les lames sont pressées pendant une heure, ensuite
lavées dans une solution de chlorure de sodium & 0,85 plO0 par deux
bains successifs. Puis un dernier lavage & 1'eau distillée précéde
le séchage sous papier Whatman n® 1 et la coloration au bleu de

Coomassie -~R.
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III IMMUNOELECTROPHORESE SIMPLE "TECHNIQUE DES ROCKETS" D'APRES

AXELSEN (10)

Cette méthode consiste & faire pénétrer 1l'antigéne dans le
gel imprégné d'antisérum sous 1'influence d'un champ électrique. Nous
avons utilisé cette technique pour la détection et la détermination
quantitative des antigénes élués dans les fractions de Sépharose 4B
et Séphacryl S400, afin d'établir un rapport entre la concentration

en protéines et la concentration en antigéne.

Les lames de verre lavées, dégraissées regoivent un volume
de 16 ml d'agarose. Le gel est refroidi et & l'aide d'emporte pigces
APELEX des puits de 1,5 mm de diameétre sont découpés sur une bande
d'agarose qui est conservée. Le restant du gel est découpé et rempla-
cé par un mélange d'agarose et d'immun-sérum mélangé comme précédem-

ment.

Les échantillons & analyser sont déposés sous un courant

de 2 volts/cm. La migration se poursuit pendant 16 heures.

Les opérations de lavage, de coloration et décoloration
se font de fagon identique & celles décrites pour la technique de

LAURELL (8s6).
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METHODES DE TITRAGE DES ANTICORPS

I SERO-AGGLUTINATION

Nous avons utilisé la méthode classique d'agglutination
(142) en tube des suspensions antigéniques 0 de Listerdia monocyto-
genes délivrées par 1l'Institut BEHRING. Seules sont utilisées les
suspensions de type 1 et 4b correspondant aux sérotypes les plus

fréquemment isolés en France.

On réalise des dilutions suivant une progression géomé-
trigque de raison 2 des sérums & tester en solution tampon phosphate
pH 7,2 3 partir d'une dilution initiale au 1:20. La réaction con-
siste & ajouter 0,25 ml de suspension antigénique & 0,25 ml de cha-
que dilution du sérum. Le mélange antigéne-sérum est placé en in-

cubation de 12 heures a 37° C.

La lecture se fait a 1l'oeil nu & l'aide de 1'agglutinos-
cope. Chaque tube est comparé a un tube témoin (sérum sans suspen-
sion antigénique). L'agglutination 0 est fine, nette et résistante
a3 l'agitation. Les titres sont exprimés par le dénominateur de la

dilution la plus forte des sérums capables d'agglutiner 1l'antigéne.
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IT IMMUNGENZYMOLOGIE

La technique E.L.I.S.A. (Enzyme-Linked-Immunosorbent-Assay)
est une méthode immunoenzymologique visant & mettre en évidence une
réaction antigéne-anticorps & l'aide d'un antisérum marqué par un

enzyme, la phosphatase alcaline celle-ci étant révélée a l'aide d'un

substrat spécifique le para-nitrophénylphosphate.

Nous avons utilisé cette technigque pour le sérodiagnostic
de listériose afin de détecter les IgG et IgM dans les sérums humains.
Cette technique a été mise au point par ENGVALL et PERLMAN (48),
modifiée par CARLIER et coll (25) et adaptée & 1l'antigéne 2 de Listeria

monocyfogenes par DELVALLEZ et coll (32).

2.1 Mode opératoire

La réaction est réalisée sur plague "Microélisa"” en immulon

4 fond plat (DYNATECH).

a) Tapissage des cupules

Chaque cupule regoit 100 pl de solution antigénique diluée
dans un tampon carbonate bicarbonate 0,1 M pH 9,6. Les plaques sont
incubées une nuit & température ambiante, puis lavées trois fois avec

du tampon phosphate tween a 1'aide du laveur automatique‘bynawashe;
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Y(DYNATECH)‘ Elles sont prétes a 1'emploi, mais peuvent étre conge-
lées a -20° C. Dans ce cas, on effectue un nouveau lavage dans le

tampon phosphate tween avant utilisation.

b) Incubation avec les sérums

e o o G e o S S S T A i o o e o s S

Les sérums humains sont dilués au 1:10 selon une progres-
sion géométrique de raison 2 avec du tampon phosphate tween. Chaque
cupule regoit 100 fﬂ.de sérum a tester. Pour chaque sérum les tests
sont faits en double. lLes plaques sont placées a température ambiante
pendant 4 heures, puis lavées trois fois avec le tampon phosphate

tween.

¢) Incubation avec les conjugués

s i i o o e s S S o > . o o s . T e oy

Ceux-ci sont dilués dans le tampon phosphate tween a la
concentration choisie. Les conjugués anti IgM (chaine,J) et les anti
I1gG (chaine zo couplés a la phosphatase alcaline selon la technique
d'AVRAMEAS (9), nous ont été fourni par FUMOUZE. Les conjugués sont
ajoutés a raison de 100 Pl par cupule. Les plaques sont incubées une

nuit & + 4° C et lavées trois fois par du tampon phosphate tween.

d) Mesure de 1l'intensité de la réaction enzyme-substrat

et o i s e e e o S D P S0 o S S e e e i S D i s e e i . A S o s P i T s o s 0 e T T Y o e

On ajoute dans chaque cupule hmeﬂ.d'une solution de para-

nitrophénylphosphate &2 1 mg/ml dans du tampon diéthanolamine & pH

9,8. Les plaques sont ircubdes 1 heure & la température ambiante.
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1° Tapissage des cupules

- Avec antigene de Listeria monocytogenes.
Incubation une nuit 2 température am-

biante.

[] - Lavages

2% Incubation avec les sérums

- Pendant 4 heures a température ambiante.

9 L'anticorps absorbé sur l'antigéne.

- Lavages

30 Jncubation avec les conjugués 3 la

Phosphatase alcaline

- Pendant une nuit & + 4° C

-~ Lavages

4% Additiondu substrat enzymatique

- Incubation pendant une heure

- Lecture des résultats

FIGURE 5 : SCHEMA DES DIFFERENTES ETAPES DE LA TECHNIQUE E.L.I.S.A.
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La réaction est arrétée par l'addition dans chaque cupule de 25/J1
de NaoH 2N. L'intensité de la coloration est mesurée 3 une longueur

d'onde de 450 nm a 1l'aide du lecteur de plaque MICROELISA AUTO READER.

IITI DETECTION DU FACTEUR RHUMATOIDE

Le facteur rhumatoide présent dans le sérum d'individus
atteints de polyarthrite rhumatoide, appartient & la classe des IgM
le plus souvent. Le facteur rhumatolde est mis en évidence par réac-
tion d'agglutination directe sur lame & 1l'aide des particules de la-
tex couvertes de gamma-globulines humaines fournies sous forme de

coffret rhumalatex par FUMOUZE.

3.1 Mode opératoire

- Le dépistage sur-lame ; le sérum a examiner doit étre frai-
chement prélevé ou conservé par congélation. Les sérums et les réac-

tifs doivent étre a température ambiante pour effectuer la réaction.

Le sérum est dilué ; 0,05 ml dans 1 ml de solution de tam-
pon glycocolle pH 8,2. On dépose une goutte de sérum dilué sur des
cases de la lame. Qn ajoute sur la case, une goutte de réactif de
latex globulines aprés avoir soigneusement agité la suspension. Les
deux gouttes sont bien mélangées. On imprime & la lame un lent mouvement
de rotation. Le résultat d'agglutination est observé en deux minutes

sur un fond noir.



Une réaction positive se caractérise par la présence
d'une agglutination massive, visible & 1'oeil nu, d'apparition
rapide. La réaction est lue par rapport aux témoins (sérum po-

sitif et sérum négatif).
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CHAPITRE III :

METHODES CHROMATOGRAPHIQUES
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METHODES CHROMATOGRAPHIGUES

Désirant étudier les différents antigenes de Listerda
monocytogenes il nous était indispensable de faire un choix gquant

aux critéres de séparation que nous allions utiliser.

Une protéine se définie en effet par 4 grands critéres

principaux :

taille,

charge,

structure,

fonction biologique.

A chacun de ces critéres correspond un modéle de sépa-

ration. Nous avons choisi les deux premiers.

- A la taille correspond les méthodes . Electrophorése en gel
. Gel filtration

- A la charge correspond échangeuse d'ions.

I CHROMATOGRAPHIE SUR GEL DE FILTRATION

Nous avons utilisé deux types de gel, gel Sépharose 4B
(PHARMACIA) et un gel Séphacryl superfine 400 (PHARMACIA) sous un

valume de 500 ml en suspension dans de l'eau distillée,
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- Le gel sépharose 4B est lavé soigneusement par du tampon
Tris 2. Le gel parfaitement dégazé est versé dans une colonne de 1
métre. Le gel est stabilisé par 2 volumes de tampon d'élution & un
débit de 12 ml/heure. La colonne est calibrée par une étude des sé-

parations de mélange des protéines (KIT PHARMACIA).

~ bleu de dextran 2 000....eeeeeeeeeeeeseeeannnn. v 2.10°
- Tyroglobuline (thyroide de boeuf).......eee.... PM 669.10°
_ Catalase (SETUM de BOBUF) eeeeeeeeererereeennnss PM 232.10°
- Sérum albumine (sérum de boeuf)....eevevuvenens PM 67.103

L'échantillon est appliqué au haut de la colonne, le fldx
du tampon étant descendant. L'effluent est collecté a l'aide du col-
lecteur (PHARMACIA FRAC 300) avec enregistrement de la densité op-

tique des éluats (Enregistreur REC 2 PHARMACIA).

- Le gel séphacryl superfine est lavé avec du Tampon Tris
3. Le montage s'effectue comme précédemment avec un débit rapide de
120 ml/heure pour obtenir un lit chromatographique homogéne. Nous
avons procédé pour le reste des opérations de la méme fagon gue pour

la chromatographie sur sépharose 4B.

- Concentration par ultrafiltration : les fractions d'élu-~
tion sont recueillies 3 froid, concentrées sur membrane DIAFLG (Ami-

con type YM 10). La concentration s'effectue sous courant d'azote
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sous une pression de 1 bar et sous agitation magnétique. La dialyse

est poursuivie contre de l'eau distillée.

II CHROMATOGRAPHIE ECHANGE D'IONS

Nous avons utilisé 1'appareillage proposé récemment (1982)
par PHARMACIA "FPLC" (Fast-Liguid-Chromatography) chromatographie
liquide rapide des protéines. Cet égquipement permet d'obtenir une
haute résolution, des rendements importants pendant des temps tres

courts de séparation.

La colonne utilisée est une colonne échangeuse d'anion
mono Q@ (PHARMACIA). La colonne, délivrée dans une solution & 24
pl00 d'éthanol et d'eau avec un ion sulfate comme contre ion est

lavée avec :

- 5 ml de tampon A de départ (de faible force ionique) ; puis
10 ml de tampon B (de forte force ionique) ce qui permet d'équili-
brer avec le contre ion que nous avons choisi ; enfin 5 ml de Tam-

pon 1 de départ.

La colonne ainsi équilibrée est préte & 1'emploi.

Un appareil & gradient programmable est incorporé au

systeéme.



tL.’échantillon est injecté & la colonne, le flix de la
colonne étant descendant. L'effluent est collecté a4 1'aide du

collecteur PHARMACIA précedemment cité.

I1I DESSALAGE ET CONCENTRATION SUR COLONNE PD 10

Nous avons pratiqué un dessalage sur des petites colon-
nes prétes a l'emploi de Sephadex G-25 M (PD 10 PHARMACIA). Il
s'agit de petites colonnesde 5 cm contenant un volume de 9,1 ml

qui permettent rapidement de changer de tampon et de concentrer.
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RESULTATS



- 106 -

CHAPITRE I :
ETUDE ANTIGENIQUE DE LISTERIA MONOCYTOGENES

SEROVAR 4b
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I ANALYSE ANTIGENIQUE

1.1 Les extraits antigénigues

a) Résultats

Nous avons vérifié 1'efficacité du broyage par deux
numérations successives du nombre de bactéries vivantes avant et

aprds passage & la X-press. Le rendement est de 1l'ordre de 90 plOO.

Nous sommes partis des bactéries broyées en tampon Tris 1
additionné ou non de 10 mM de MgClz. Le broyat, nous a fourni 1l'ex-
trait brut, CE qui a été débarrassé des bactéries intactes qui pou-
vaient encore s'y trouver par une premigre centrifugation a 600 g.
Nous avons obtenu un surnageant, CSE dans lequel se trouve les anti-
génes solubles avec les parois et les débris membranaires. Nous avons
ensuite séparé les parois des antigénes solubles par une centrifuga-
tion & 40 000 g. Ces derniers ont été retrouvés dans le surnageant

appelé 540.

Notre étude antigénique a porté sur les antigénes solubles

de S40.
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Chaque broyat nous a fourni environ 20 ml de 540 lége-
rement opalescent et de couleur jaunitre contenant 6 & 14 mg de

protéines par ml.

Les quantités obtenues pour chacun des extraits étaient
tres faibles. De ce fait, 1l nous a fallu rassembler plusieurs
lots de fagon & pouvoir effectuer tous les essais nécessaires a
1'étude antigénique : préparation des extraits CE, CSE, 5S40 et
immunisation des lapins. Le nombre de lot effectué pour chacun
des différents extraits ainsi que les quantités obtenues pour cha-

cun d'entre eux sont résumés dans le tableau 5.

b) Conclusion

La technigue de cryobroyage (31) que nous avons employée
pour la préparation des extraits antigéniques semble reproductible

dans les quantités obtenues comme le montre le tableau 5.

Les quantités obtenues des extraits antigéniques lyo-
philisés sont de : - 2 000 mg pour 1l'extrait brut CE

- 210 mg pour l'extrait soluble 5S40

Si nous rapportons ces différentes quantités au poids
humide des bactéries de départ, nous trouvons gue ces quantités
représentent seulement : - 25 pl00 de CE

- 2,5 pl00 de 5S40
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Le CE représente l'antigeéne total de Listerdia monocytogenes
obtenu aprés passage au broyeur & couteaux. C'est un mélange de pa-
rois des débris membranaires et des bactéries intactes ; c'est pour-
quoi le poids que nous avons obtenu est 10 fois plus élevé que ce-

lui de l'extrait antigénique S540.

1.2 Détection des antigénes

a) Résultats

- — o i . e

Les immun-sérums de lapins

En préliminaire nous avons vérifié qu'avant 1l'infection,
tous les sérums de lapins ne présentaient aucun arc de précipita-
tion en immunodiffusion sur gélose (115) vis a vis des extraits de
Listerdia monocytogenes et des souches de SErepfococcus foecalis et
SiaphylodoccuA aurews réputés avoir des réactions croisées avec
Listerdia monocytogenes. L'extrait antigénique choisi pour ces sou-

ches est le S40 que nous avons préparé.

Nous avons inoculé a quatre lapins une suspension bacté-
rienne de Listeria vivantes. Une suspension de 109 bactéries par ml
est injectée sous un volume de 1 ml, ce qui correspond & une densité
optique de 10, lue a une longueur d'onde de 660 nm au spectrophoto-

métre MONOSPAC 105.
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Apregs cette injection, deux lapins sur quatre ont montré
des signes évidents d'infection listérienne. Nous avons donc déci-
dé d'entreprendre un traitement antibiotique & la Pénicilline G a
la dose de un million d'unités internationales. Nous avons repris
la Pénicilline G par 1 ml d'eau physiologique stérile. Nous avons
injecté 0,5 ml de la suspension par voie intramusculaire pour cha-

gue lapin.

Malgré ce traitement les deux lapins malades sont morts,
les deux autres ont fourni des immun-sérums riches en anticorps
précipitants. Ces anticorps apparaissent apreés la troisiéme injec-

tion et atteignent leur maximum aprés la guatrieme injection.

Les extraits antigéniques CE, CSE, ont été inoculés aux
lapins & raison de 10 mg par injection en présence d'adjuvant in-
complet de Freund selon le protocole défini dans la partie matériel
et méthodes : - sept lapins ont été inoculés par 1l'extrait brut CE ;

- un lapin a été infecté par le CSE ;

- ¢ing lapins ont été inoculés par le 540.

Tous ces extraits antigéniques ont fourni des immun-

sérums riches en anticorps précipitants.
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Analyse des antigénes

Les résultats obtenus avec 1'extrait antigénique, S40

en immunodiffusion (115) varient en fonction des immun-sérums

utilisés : sérums de lapins anti-bactéries entigres ;

sérums de lapins anti CE ;

sérums de lapins anti CSE ;

sérums de lapins anti S540.
Ces résultats apparaissent sur la PHOTO I.

Trois arcs de précipitation sont révélés avec les immun-
sérums anti-bactéries entiéres, et anti S40. Nous observons la pré-
sence de deux arcs majeurs ; 1l'un situé preés du puits central, 1l'au-

tre & proximité du dépbt des immun-sérums.

11 est évident que la réaction d'OUCHTERLONY (115) se
préte mal au dénombrement des arcs de précipitation. Mais elle a
eu pour nous l'énorme avantage de nous donner une idée du rapport

antigene-anticorps a utiliser pour obtenir toute précipitation.

L'analyse antigénique de 1'extrait S40 a été é&tudiée
par immunoélectrophorese bidimentionnelle vis a vis des immun-

sérums anti 540, et anti-bactéries entieres.
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PHOTO I : IMMUNODIFFUSION EN GELOSE

L'immunodiffusion se passe 24 heures & 37° C suivie d'un

séjour de 24 heures a 4° C.

1% : - Splution antigénique S40 de Listerdia monocytogenes sérovar
4b ;3 a 10 Fl 4 8,8 mg par ml en protéines dans le puits central.
- Immun-sérum anti-bactéries entieéres prélevé a des temps varia-
bles au cours de 1'immunisation du lapin, 10 Pl dans les puits

périphériques.

2% : - Solution antigénique S40 de Listerdia monocytogenes sérovar 4b,
lU/Jl a3 8,8 mg par ml dans le puits central.

- Immun-sérum anti 540, lD/ul dans les puits périphériques.

39 ; - Immun-sérum polyvalent anti S40, 10 Fl dans le puits central.
- Fractions 1, 2, 3, 4, 5 obtenues du S40 par filtration sur gel

de Sépharose 4B, 10 Pl de chaque fraction.

49 : - Immun-sérum menovalent anti-antigéne 2, 10 Fl dans le puits
central.
-~ Fractions 1, 2, 3, 4 obtenues du 5S40 par filtration sur gel de

Sépharose 4B, 10 uyl de chaque fraction.
F



- 115 -

Nous avons obtenu 17 pics de prébipitation dans l'extrait
antigénique 5S40 vis & vis de 1l'immun-sérum homologue, comme 1'in-

dique la PHOTO III.

Parmi les 17 antigénes solubles détectés par immunoélec-
trophoreése bidimentionnelle, deux antigénes A et B sont majeurs. La
migration de l'antigéne A sur l'agarose est relativement lente, com-
me elle 1l'est en gélose dans le cas de 1'immunodiffusion ot l'arc de
précipitation qui semble correspondre & l'antigeéne A est proche du
puits central. L'antigéne B pourrait correspondre au deuxiéme arc

majeur obtenu en immunodiffusion.

L'immun-sérum anti-bactéries entiéres révéle 9 pics de
précipitation dont l'antigene majeur est représenté par le pic B

comme le montre la PHOTO II.

Les réactions d'identité entre l'antigéne 2 révélé avec
1'immun-sérum anti 5S40 et 1l'antigéne majeur obtenu avec 1'immun-

sérum anti-bactéries entigres ont été faites (31).

DELVALLEZ et coll (31) concluent qu'il s'agit du méme
antigéne présent chez la btactérie entiére, gqu'on retrouve également

dans le contenu cellulaire.
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PHOTO II : IMMUNOELECTROPHORESE BIDIMENTIONNELLE DE
L'EXTRAIT ANTIGENIQUE S40 DE LISTERIA MONOCYTOGENES

SEROVAR 4b VIS A VIS DE L'IMMUN-SERUM ANTI-BACTERIES ENTIERES

1° dimension : migration sous 10 V/cm pendant 60 minutes

2° dimension : migration sous 3 V/cm pendant 16 heures

- Solution antigénique, lD/ul a4 14 mg par ml en protéines

- Immun-sérum, 8/Jl par cm2

9 pics de précipitation dont le pic B est majeur
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PHOTO III : IMMUNCELECTROPHORESE BIDIMENTIONNELLE DE
L'EXTRAIT ANTIGENIQUE S40 DE LISTERIA MONOCYTOGENES

SEROVAR 4b VIS A VIS DE L'IMMUN-SERUM POLYVALENT ANTI S40

1° dimension : migration sous 10 V/cm pendant 60 minutes

29 dimension : migration sous 3 V/cm pendant 16 heures

- Solution antigénique, ZO/ul 2 8,8 mg par ml en protéines

- Immun-sérum, 6/ul par cm2

17 pics de précipitations dont deux majeurs pic A et pic B.
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b) Conclusion

—— e o e v o

Les résultats que nous avons obtenus en immuncélectropho-
re¢se des extraits 540 vis & vis des immun-sérums anti S48, nous ont
permis de conclure que la structure antigénique est plus complexe

gue ne 1l'avait démontrée ARMSTRONG (5).

Nos résultats confirment les travaux effectués par DELVAL-

LEZ et coll (31) sur la structure antigénique de Listerdia monocyiogenes.

Cependant, nous avons remarqué que le nombre d'antigénes
obtenus & partir de l'extrait S40 vis a vis de son sérum homologue
varie d'un extrait a un autre et d'un sérum & un autre. Il est évi-
dent que la qualité des immun-sérums dépend de la préparation des

extraits antigéniques et de la réponse’ immunologique du lapin.

Afin de vérifier la qualité de la préparation de nos extraits
S40, nous avons soumis le méme extrait S40 a une immunocélectro-
phorése bidimentionnelle vis & vis des différents immun-sérums anti
S40. Dans la majorité des cas nous avons obtenu les 17 pics de préci-

pitation avec quelques variations d'un immun-sérum a un autre.

11 semble donc que le nombre d'antigénes révélés dépend

plus de la qualité de 1'immun-sérum que de la préparation antigénique.
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IT FRACTIONNEMENT SUR GEL DE FILTRATION

2.1 Tampons d'extraction

Notre premitre idée est de séparer les 17 antigénes détec-

tés dans le 540.

Avant de passer a la filtration sur gel, nous avons effec-

tué des essais avec différents tampons d'extraction.

a) Résultats

- o >

Trois tampons ont été utilisés pour cette étude a partir
du tampon Tris 1 modifié : - Tampon a = inchangé’
- Tampon b = sans chlorure de magnésium

plus EDTA

~ Tampon ¢

La composition de ces tampons obtenus a partir de Tris 1

modifié est détaillée dans 1'annexe technique.

Les extraits 5S40 en tampon Tris a ont donné des images si-
milaires en immunoélectrophorése bidimentionnelle (86) et immunodif-
fusion sur gélose (115) aux extraits S40 effectués en Tampon Tris b
sans chlorure de magnésium. Nous avons obtenu dans les deux types

d'extraits 17 antigeénes contenus dans le 540.
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L'esséi effectué en tampon c s’est soldé par un échec.
L'extrait antigénique 5S40, obtenu & partir du broyat en tampon ¢
analysé en immunoélectrohporése bidimentionnelle vis & vis de
1'immun-sérum polyvalent anti 5S40, nous a révélé deux antigénes

seulement au lieu des 17 antigénes escomptés.

Ce résultat pourrait s'expliquer par le fait qu'il y a

eu une dégradation des antigeénes de Listeria monocytogenes.

Cet essai n'a été réalisé qu'une seule fois ; sans dou-
te d'autres expériences seraient nécessaires pour déterminer 1i'ac-
tion de 1'EDTA (acide éthyleéne diamine tétra-acétique) sur les anti-

génes de Listerdia monocytogenes.

b) Conclusion

- s s o e i i

Ce tampon n'a pas été retenu ultérieurement. Nous n'avons
pas noté de différence dans le nombre et la séparation des antigeénes

avec les tampons a et b. Ces derniers ont été retenu pour nos broyats.

2.2 Sur Sépharose 4B

Plusieurs essais ont été réalisés pour la séparation des

antigénes solubles contenus dans 1l'extrait S$40.



- 121 -

a) Résultats

- — - —— -

Le S40 a toujours été employé a une concentration de 10 mg
en protéines injectée sous un volume de 1,5 ml, aprés centrifugation
a 5 000 t/mn & + 49 C pendant 20 minutes & 1'aide de la centrifugeuse

JOUAN E96.

L'élution des différentes fractions s'effectue par-500 ml

de tampon Tris 2 3 un débit de 12 ml par heure.

Les fractions de 3,5 ml chacune sont recueillies suivant

le profil d'élution représenté dans la FIGURE 1.

Nous avons obtenu cing fractions ; Fraction 1, Fraction 2,

Fraction 3, Fraction 4, Fraction 5.

b) Concentration des fractions par ultrafiltration

Les fractions représentant chacune des pics de protéines

éluées sont :

Fraction 1 correspond au pic A

Fraction 2 correspond au pic B

Fraction 3 correspond au pic C

Fraction 4 correspond au pic D

Fraction 5 correspond au pic E
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Les 5 fractions sont dialysées & froid contre de 1l'eau
distillée et concentrées chacune vingt fois sur membranes DIAFLO
YM 10 qui retiennent les protéines dont le poids moléculaire est

supérieur a 10 000 daltons.
Les fractions filtrées et concentrées sont analysées

en immunodiffusion et immunoélectrophorése bidimentionnelle pour

déterminer la composition antigénique de chacune.

2.3 Détermination de la composition antigénique

a) Résultats

Les fractions 1, 2, 3, 4, 5 sont déposées dans un premier
temps en immunodiffusion vis a vis de 1'immun-sérum polyvalent anti

540.

Les résultats sont montrés dans la PHOTO I.

- les fractions 1 et 5 ne donnent aucun arc de précipitation ;

- la fraction 2 donne un seul arc, faible, peu visible apres
coloration ;

- la fraction 3 donne deux arcs dont un majeur, plus coloré ;

- la fraction 4 donne trois arcs dont un arc majeur qui ne pré-
sente aucune communauté avec l'arc majeur révélé dans la frac-

tion 3.
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b) Conclusion

Les produits élués dans les pics A et B, n'ont donné aucun

arc de précipitation avec les immun-sérums polyvalents.

Ce résultat démontre que ces composés se sont révélés
non antigéniques chez le lapin. Nous n'avons pas mené d'autres ex-

périences sur ces fonctions.

Comme nous l'avons déja constaté, la réaction d'OUCHTERLONY
(115) est insuffisante pour déterminer la composition antigénique des

fractions 3 et 4.

L'immunoélectrophorése bidimentionnelle de ces fractions

nous a donné les résultats suivants :

- 7 antiggnes dont le pic B majoritaire sont présents dans la
fraction 3 comme 1'indique la PHOTO IV
- 10 antigenes sont présents dans la fraction 4 comme le montre

la PHOTO V

La chromatographie sur Sépharose 4B nous a donné un frac-
tionnement des antigénes solubles de Listeria monocytogenes en deux

groupes :



PHOTO IV : IMMUNOELECTROPHORESE BIDIMENTIONNELLE DE LA

FRACTION 3 DE LA CHROMATOGRAPHIE SUR SEPHAROSE 4B

1° dimension : migration sous 10 V/cm pendant 60 minutes

2° dimension : migration sous 3 V/cm pendant 16 heures

- Fraction 3, 30 pl a 1 mg par ml en protéines
- Immun-sérum polyvalent anti S40, élul par cm2

7 antigénes sont détectés dont le pic B est majoritaire.
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PHOTO V : IMMUNOELECTROPHORESE BIDIMENTIONNELLE DE LA

FRACTION 4 DE LA CHROMATOGRAPHIE SUR SEPHAROSE 48

19 dimension : migration sous 10 V/cm pendant 60 minutes

2° dimension : migration sous 3 V/cm pendant 16 heures

- Fraction 4, BO/Jl a 1,4 mg par ml en protéines
- Immun-sérum polyvalent anti-S40, 6 fﬂ.par cm2

10 antigénes principaux sont détectés.
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- le premier groupe composé de 7 antigénes de poids moléculaire
rapproché, élués dans les fractions 50 a 70 ;
- le deuxigme groupe composé de 10 antigdnes de poids molécu-

laire rapproché, élués dans les Fraétions 70 & 80.

D'aprés les données chromatographiques de calibration de
la colonne 17 antigénes détectés ont un poids moléculaire compris

3 et 67.103 daltons. Ce qui explique nos difficultés

entre 232.10
pour obtenir une bonne séparation des antigénes. Nous n'avons pas
pu obtenir d'antigéne pur sur Sépharose 4B. Nous avons donc choisi

un autre type de gel, le gel Séphacryl S400 qui est de texture beau-

coup plus fine.

2.4 Sur Séphacryl 5400

a) Résultats

Pour augmenter le pouvoir de résclution, nous avons utilisé
un tampon d'élution de force ionique plus élevée, le Tris 3. Le débit

d'élution est de 12 ml par heure comme précédemment.

Les résultats de la chromatographie sont représentés dans

la FIGURE 2.

Nous avons également obtenu cing pics.
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COURBE D'ELUTION DE LA CHROMATOGRAPHIE SUR GEL SEPHACRYL S400
DE L*EXTRAIT ANTIGENIQUE DU 5S40 10 mg EN PROTEINES
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FIGURE 2 :
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Les fractions sont rassemblées selon le diagramme d'élution.

Les fractions représentant chacune des pics de protéines éluées sont :

Fraction 1 correspond au pic Al

Fraction 2 correspond au pic Bl

Fraction 3 correspond au pic Cl

Fraction 4 correspond au pic D1

Fraction 5 correspond au pic El

Les cing fractions sont concentrées et dialysées de fagon
analogue aux fractions isolées & partir de filtration sur gel de
Sépharose 4B. Les ultrafiltrats issus de chaque fraction ont été
analysés en immunodiffusion sur gélose et immunoélectrophorése bi-

dimentionnelle vis & vis de 1l'immun-sérum polyvalent anti S40.

b) Conclusion

e ey e et e

Les résultats immunologiques des fractions obtenues par
filtration sur Séphacryl S400 se sont avérés identiques a ceux

précédemment décrits pour la séparation sur Sépharcse 4B.

Nous avons pu obtenir une constance remarquable dans nos
résultats aussi bien dans les diagrammes d'élution issus des deux
types de chromatographie sur Sépharose 4B et sur Séphacryl S400, que
dans la régularité des résultats immunologiques d'immunodiffusion

et d'immuncélectrophoreése.
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La filtration sur gel est donc une méthode qui ne peut
étre utilisée que comme technique d'approche du fractionnement des

antigénes solubles de Listeria monocyfogenes.
Ceci nous a incité a chercher d'autres méthodes de sépa-

ration capables de nous fournir des antigénes pursde LisZerdia mono-

cytogenes.

III L'ANTIGENE 2

L'étude de la structure antigénique de L{sterdia monocyto-
genes et des anticorps précipitants élaborés par les lapins immuni-
sés par les extraits antigéniques CE, CSE, S40 nous ont permis de

déceler la présence d'un antigéne majeur, l'antigeéne 2.

Cet antigene a été déja isolé et identifié par DELVALLEZ

et coll (31).

Les observations concernant cet antigéne 2 sont intéres-
santes : - c'est 1l'antigéne qui parait é&tre présent en majorité
chez la bactérie ;

- 1'antig®ne se révélait spécifique du genre Listerda.

Aussi nous avons choisi d'en étudier les propriétés

immunologiques et d'effectuer sa purification.



L'antigene 2 purifié devrait permettre d'aboutir & un
diagnostic rigoureusement spécifique de listériose. Pour faire

cette étude, nous avons effectué plusieurs essaisde purification :

- par filtration sur gel Sépharose 4B, Séphacryl 5400 ;
- par détection de 1l'antigene 2 & partir des fractions obtenues
en filtration sur gel par la méthode dite des "rockets" qui

est une immunoélectrophorése simple.

Pour effectuer cette purification il nous a fallu préparer

des immun-sérums moncvalents anti-antigéne 2.

3.1 Caractéres immunologigues

a) Immun-sérums monospécifiques

s o . S s B D S P S e i G D S P P S} S

Résultats

Nous avons préparé des immun-sérums monospécifiques selon

les modalités décrites par DELVALLEZ (31).

Vu la complexité antigenique de 1'extrait S40 que nous avons
décrit précédemment, nous avons choisi d'effectuer la préparation de

cet immun-sérum monovalent en deux étapes.
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- Dans un premier temps, 1l'extrait S40 a $té déposé vis

3 vis d'un immun-sérum polyvalent, anti S40.

Aprés migration, l'antigéne 2 apparait nettement sans ré-
vélation spécifique des protéines, sous forme d'un pic de précipi-
tation antigéne-anticorps. Seule la partie supérieure a €té préle-
vée, mise en suspension et homogénéisée dans 2 ml d'adjuvant incom-

plet de Freund.

Les injections au lapin ont été faites par vcie intrader-
mique selon la technigue (161) que nous avons employée pour la pré-

paration des immun-sérums polyvalents (cf partie matériel et méthodes).
Le lapin a ét€ saigné 15 jours aprés la deuxiéme injection.

- Dans un second temps : 1l'extrait S40 a été déposé vis a
vis de cet immun-sérum monovalent. Le seul pic de précipitation en
immunodélectrophorése bidimentionnelle représentant l'antigéne 2 a
été prélevé et injecté a un deuxieme lapin. L'immun-sérum obtenu

est spécifique de 1l'antigéne 2, comme le montre la PHOTO VI.

Conclusion

I1 est évident que l'obtention d'immun-sérum monovalent est

difficile, étant donné que nous partons d'un extrait S40, qui est un
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complexe antigénique. Le pic prélevé sans coloration pourrait étre
contaminé par d'autres antigénes. C'est la raison pour laquelle nous
avons préparé une série d'immun-sérums anti-antigéne 2, pour augmen-

ter la monospécificité.

e e

Résultats

L'antigéne 2 est détecté dans la fraction 3 obtenue par

filtration sur Sépharose 4B.

L'immunodiffusion sur gélose de 1'immun-sérum anti-antigéne
2 ne montre qu'un seul arc de précipitation avec la fraction 3. Et
qu'un seul pic de précipitation en immunoélectrophoreése bidimention-

nelle comme le montre respectivement les PHOTO I et VI.

Conclusion

L'antigéne 2 est présent dans la fraction 3 qui est com-
posée de 7 antigénes ; cet antigéne 2 existe en majorité comme le

montre la PHOTO IV, ce qui nous a incité & faire une purification

de cette fraction.
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PHOTO VI : IMMUNOELECTROPHORESE BIDIMENTIONNELLE AVEC GEL

INTERMEDIAIRE : DETECTION DE L’ ANTIGENE 2 DANS LA FRACTION 3

1° dimension : migration sous 10 V/cm pendant 60 minutes

2° dimension : migration sous 3 V/cm pendant 16 heures

- Fraction 3, 20/ul a 1 mg par ml en protéines
- Immun-sérum anti-antigéne, 9 Pl par cm2 dans le gel intermédiaire
- Immun-sérum anti-540, 8/pl par cm2

Un seul pic de précipitation dans le gel intermédiaire représentant

1l'antigeéne 2.
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IV PURIFICATION DE L'ANTIGENE 2

4.1 Chromatographie filtration sur gel

Avant de rassembler les fractions S50 & 70 obtenues de la
filtration sur Sépharose 4B et Séphacryl S400 afd_de chacune des
fractions précédemment citées sont déposées vis a vis de 100 fﬂ
d'immun-sérum anti-antigéne 2. Les pics de précipitation ont une
hauteur qui est fonction de la concentration en antigéne 2. Seules
les fractions 59 a 65 ol l'antigene 2 est fort concentré, ont été
regroupées, dialysées contre l'eau distillée. La fraction 3 obtenue
est également concentrée par ultrafiltration sur membrane DIAFLO

environ 20 fois.

a) Résultats

La fraction 3 a été contrflée par immunoélectrocphorégse
bidimentionnelle vis & vis de 1l'immun-sérum anti S40. La fraction
3 contient 1l'antigéne 2 en quantité appréciable. Nous avons obser-

vé la présence d'autres antigeénes contaminant 1l'antigéne 2.

b) Conclusion

L'antigeéne 2 est purifié de fagon partielle. L'emploi

d'autre technique serait indispensable pour sa purification.
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4.2 Chromatographie d'échange d'ions

L'extrait antigénique S40 a 8,2 mg en protéines par ml a
été injectée a la colonne mono Q (-CHZ-N+—(CH3)3) lavée et équili-
brée selon les instructions décrites dans la partie matériel et
méthodes, sous un volume de 1 ml aprés filtration de 1l'extrait sur

filtre millipore Q0,22 Fm.

Nous avons choisi un tampon Tris Hcl 20 mM pH 8. Aprés
dépot de 1l'extrait antigénique 5S40, les protéines fixées sont
ensuite éludes par un gradient linéaire de force ionique de O a
1 M de Nacl dans le tampon A. Le volume total du gradient est de

1 litre. Le débit d'élution est de 60 ml/heure.

Plusieurs pics ont été obtenus sur 1l'enregistrement de
1'éluat a une longueur d'onde de 280 nm. Nous avons représenté
seulement le pic d'élution de 1l'antigéne 2 détecté dans les frac-
tions 68 a 73 par la technique de "rockets" 3 l'aide de 1'immun-
sérum anti-antigene 2 et élué a3 une concentration de 0,3M en Nacl

comme le montre la figure 3.

Les fractions de 0,5 ml chacune sont rassemblées en une

seule fraction A.

La fraction A est dessalée sur colonne PD 10 de Séphadex

G-25 M. Cette dernieére permet également de concentrer la fraction A.
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PHOTO VII : IMMUNOELECTROPHORESE BIDIMENTIONNELLE DE L'ANTIGENE 2

PURIFIE PAR CHROMATOGRAPHIE D'ECHANGE D'ANIONS

1% dimension : migration sous 10 V/cm pendant 60 minutes

29 dimension : migration sous 3 V/cm pendant 16 heures

- Fraction A concentrée 5 fois sur colonne PD 10, 40 Pl
- Immun-sérum polyvalent anti S40 6 Pl par cm2

Un seul pic de précipitation représentant 1l'antigéne 2 pur.
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a) Résultats

La fraction A dessalée et concentrée 5 fois est analysée
par immunoélectrophorzse (86 ) vis & vis d'un immun-sérum anti 540,
Nous avons obtenu un seul pic de précipitation comme 1'indique la

PHOTO VII.

b) Conclusion

L'échange d'ions aboutit a la purification de l'antigeéne
2 comme le montre le contrdle effectué en immunoélectrophorese bi-
dimentionnelle. Elle permet également l'isolement de 1'antigéne 2

immunologiquement pur & partir de l'extrait S540.
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CHAPITRE II :
APPLICATION DE L'ETUDE ANTIGENIQUE

AU SERO-DIAGNOSTIC DE LA LISTERIOSE
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APPLICATION DE L'ETUDE ANTIGENIQUE

AU SERO-DIAGNOSTIC DE LA LISTERIOSE

I TITRAGE DES ANTICORPS DANS LES SERUMS

1.1 Réaction immungenzymatique

Les conditions optimales de la réaction ont été fixées lors

des essais préliminaires.

a) Choix de 1l'antigene

La complexité antigénique de 1l'extrait S40 mise en évidence
par les études d'immunodiffusion et d'immunoélectrophorése dans le
premier chapitre de notre étude antigénique de Listerdia monocyrogenes
sérovar 4b, nous a incité a préparer pour la réaction immuncenzyma-

tique, une fraction antigénique purifié et spécifique de Listerda.

En effet, des travaux effectués (32) au laboratoire sur
1l'extrait 540 employé en E.L.I.S.A., n'ont pas permis d'obtenir une
bonne différenciation entre les sérums positifs et négatifs ; c'est

a4 la suite de ces expériences que le choix a porté sur l'antigeéne 2.
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L'antigene 2 s'est révélé spécifique du genre Listerdia et
hautement antigénique chez le lapin et chez 1l'homme (31). Cet anti-
géne 2 n'a révélé aucune réaction immunologique avec les germes
Staphylococeus aureus et Streptococews foecalis qui sont a 1l'origine
des réactions croisées avec L{sterdia monocytogenes véritable obs-

tacle a l'interprétation du séro-diagnostic de listériose.

Nous avons choisi pour effectuer la réaction, l'antigéne 2

partiellement purifié par filtration sur Sépharose 4B.

b) Choix de la concentration de l'antigéne

- — e o o i i S o . P Y o o e T o i A T Yl A o B e S S

Dosage de 1l'antigene

La fraction 3 contenant 1'antigéne 2 partiellement purifié

est dosé 4 environ 1 mg par ml en protéines.

L'antigéne 2 a été dosé également par immunoélectrophorese
simple, technique des "rockets" (10) a l'aide de 1'immun-sérum mono-

specifique anti-antigeéne 2.

Nous sommes partis de différentes concentrations en pro-

téines de l'antigene 2.

4 Fl de chaque concentration 25 M9 50 M9 75 Pg/lZS/Jg
par ml ont été déposés vis & vis de lDO/Jlde 1'immun-sérum monovalent

anti-antigéne 2.
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6

Concentration

en proteines

st . e e e e e > S - ——

125 ug/ml
75 Fg/ml
50 pg/ml

25 Fg/ml

Hauteur du

o i e S —— — s >

25 mm
19,5 mm

13,5 mm

DOSAGE DE L'ANTIGENE 2 PARTIELLEMENT PURIFIE

PAR IMMUNOELECTROPHORESE SIMPLE "ROCKETS"
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Les résultats obtenus nous ont permis de tracer la courbe
(FIGURE 6) de dosage représentant la hauteur des pics de précipita-

tion en fonction de la concentration en antigéne 2.

Les faibles volumes d'antigéne 2 purifié obtenus au cours
de chaque chromatographie sur Sépharose 4B sont insuffisants pour
tous nos essais. Il nous a fallu rassembler plusieurs fractions n°® 3
(contenant 1l'antigeéne 2 partiellement purifié) de concentrations

équivalentes en protéines pour réaliser tous nos essais.

Choix de la concentration

Nous avons effectué des dilutions & partir de la fraction n°

3 41 mg par ml en protéines.

Les essais ont été faits sur les différentes concentrations
de l'antigéne 2 de 1 fg 3 10 Pg par ml, afin de déterminer la concen-

tration adéquate pour 1'E.L.I.S.A.

Pour cette étude préliminaire nous avons employé 1'immun-
sérum anti-antigéne 2 et le conjugué anti IgG (Chaine lourde et 1lé-

gere) de lapin marqué 3 la phosphatase alcaline (9).
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HAUTEUR
DES ‘
PICS EN

mm

25 50 75 100 125 sg/ml
CONCENTRATION DE L'ANTIGENE 2

FIGURE 6 : COURBE DE DOSAGE DE L'ANTIGENE 2 PAR IMMUNOELECTROPHORESE SIMPLE
TECHNIQUE DES "ROCKETS" A L'AIDE DE L'IMMUN-SERUM ANTI-ANTIGENE 2

@
N
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Chaque cupule regoit 100 lJl de solution antigénique de
chacune des concentrations suivantes 1 Mg, 2,5 MG 5 M9, 7,5 F9>
10 }Jg. Aprés 1'addition du. sérum monospécifique de lapin anti-
antigéne 2 dilué au 1:10 suivant une progression géométrique de
raison 2, on ajoute les conjugués anti-IgG de lapin dilués au
1:50 selon les instructions du fabricant (FUMOUZE). Apres élimi-
nation du conjugué en exceés, les réactions sont révélées par le
substrat para-nitrophényl phosphate & 1 mg par ml. La coloration
Jjaune est obtenue par actionde la phosphatase alcaline qui scinde

le para-nitrophényl-phosphate en phosphate et para-nitrophénol.

L'activité de la phosphatase alcaline est proportion-
nelle 3 la quantité du conjugué fixée sur les anticorps spéci-
fiques de l'antigéne 2 adsorbé sur les cupules. L'intensité de

la coloration est proportionnelle & cette activité.

Les densités optiques obtenues pour les différentes

concentrations d'antigéne 2 sont rapportées dans le tableau 7.

11 nous est apparuque les concentrations de 1'antigéne 2

de 5/ug 37,5 /ug sont les plus adéquates pour 1'E.L.I.S.A.

Nous avons obtenu des densités de 0,61 et 0,68 pour une
dilution de 1:160 de 1'immun-sérum anti-antigéne 2, pour la concen-

tration de 5 Mg et 7,5 /Jg par ml.
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DILUTIONS DU
SERUM MONOSPECIFIQUE
ANTI Ag2 DE LAPIN

D - A ot G o o S S S Y A S o i o o b S S s D o o 4 W o

1

I I I = I ST S

:160
:320
:640
:1280
12560
:5120

Témoin Ag2

DIFFERENTES CONCENTRATIONS DE L'ANTIGENE 2 :
exprimées en ,Jg/ml :

2,5 5 7,5

1,148 1,264 1,264
0,880 0,928 1,084
0,681 0,923 0,945
0,639 0,657 0,740
0,482 0,619 0,683
0,391 0,566 0,622
0,320 0,513 0,462
0,295 0,413 0,344
0,208 0,227 0,291
0,113 0,124 0,121
0,003 0,000 0,009

i i o i o o i i Ao o o

CHOIX DE LA CONCENTRATION DE L'ANTIGENE 2

La dilution du conjugué anti-IgG de lapin est égale a 1:50

sérum positif monovalent anti-antigéne 2.

Densité optique 3 A = 405 nm
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Nous avons fait une autre étude sur un sérum positif et
un sérum négatif humains & deux dilutions différentes de 1:160 et
1:320. Nous avons effectué la réaction & l'aide des conjugués anti-
IgM humain dilué au 1:45 selon les instructions du fabricant

(BEHRING).

Les résultats pour ces sérums sont rapportés dans le
tableau 8. La courbe représentant les différentes concentrations
en antigéne 2 nous montre que les concentrations 6 Hg et 7,5 Fg
sont les valeurs de choix pour la réaction immunoenzymatique. Ces
deux valeurs nous ent donné les différences de densités maximales
entre le sérum positif et le sérum négatif. Nous avens choisi la

valeur de 6 Fg/ml en antigéne 2 pour nos essais.



TABLEAU 8
SERUMS : DIFFERENTES CONCENTRATIONS DE L'ANTIGENE 2
HUMAINS Exprimées en}Jg/ml
Sérum pgositif : 2,5 5 6 7,5 10

a la dilution

- 1:160 0,882 1,497 1,499 1,672 1,528

- 1:320 : 0,557 0,868 0,914 0,943 0,995

Sérum négatif
3 la dilution

- 1:160 ; 0,089 0,167 0,146 0,182 0,141

- 1:320 . 0,045 0,070 0,073 0,079 0,082

CHOIX DE LA CONCENTRATIGN DE L'ANTIGENE 2
La dilution du conjugué anti IgM humain est égale & 1:45

Densité optique a A= 405 nm
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b0 405 nm

1,5

0,5

0,1

ug/ml

CONCENTRATION DE L'ANTIGENE 2

FIGURE 7 : CHOIX DE LA CONCENTRATION DE L'ANTIGENE 2

A L'AIDE D'UN SERUM POSITIF ET D'UN SERUM NEGATIF

~==~ Sérum négatif au 1:160

cw==sm Sérum négatif au 1:320

——— Sérum paositif au 1:320

= Sérum positif au 1:160 (8!/5‘ .
L

e /)

.



1.2 Résultats du titrage des anticorps des sérums

289 sérums provenant du laboratoire ont été étudiés en
E.L.I.S.A. (32). Ces sérums sont répartis en trois groupes A, B,
C. Les titres des sérums sont exprimés par le dénominateur de la
dilution la plus forte des sérums capables de former un immun-

complexe avec l'antigéne 2.

Pour les trois groupes de sérums nous avons calculé 1la

moyenne géométrique des titres des sérums.

Soit x = titre du sérum
n=1
X %le la somme de tous les titres des sérums

Calcul du logarithme & base de 2 du titre du sérum

loglox
logzx = —
1og102

La somme des logarithmes des titres

n=1
logzx = log2 x1

Le logarithme de la moyenne géométrique
logZX
lOQZXG =
n

La moyenne géométrique s'exprime par

X. = anti log = —20X

g = =
n

- 151 -
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b) Résultats

- e - o

La détection des IgM et IgG dans les sérums utilisant
1'antigéne 2 partiellement purifié nous ont donné les résultats
rapportés dans le tableau emprunté & ROUSSEL-DELVALLEZ et coll

(32).

27 sérums de meres de nouveau-nés chez qui a été isolé
Listernia monocyfogenes au laboratoire ont des titres de 0 3 5.120
en IgM et IgG, la moyenne géométrique est de 623,78 pour IgM et
247,55 pour les IgG. Il existe une différence significative entre
ce groupe de sérum et le second groupe de 69 sérums de femmes en-
ceintes, méres de nouveau-nés et nouveau-nés représentant une po-
pulation "saine" les titres étant de 10 a 80 en IgG et IgM, la

moyenne géométrique est de 18,80 en IgM et 13,29 en IgG.

Pour le troisi®me groupe d'individus sains représentant
différentes tranches d'age les titres varient de 10 4 80. La moyen-

ne géométrique est de 24,25 en IgM et 17,14 en IgG.

Tous les sérums ayant un titre élevé en IgM sont né-
gatifs en réaction d'agglutination sur les particules de latex

pour la détection du facteur rhumatoide.



TABLEAU 9
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* NOMBRE DES °

PROVENANCE DES SERUMS

SERUMS

MOYENNE GEOMETRIQUE '

——— o > S > £ > 2 S D S — S . o T o D D o e A D e M S S S D D D Tt A o S e U o e o e A D Sl S S S > o S o (i S P o S S oA

: Sérums de méres de nouveau-nés chez qui
: a été isolé Listerda monocytogenes.

: Sérums d'individus "sainsg"

- nouveau-nés

- femmes enceintes, et méres de
nouveau-nés
- d'autres tranches d'age
3 mois - 10 ans
. 11 mois - 20 ans
. 21 mois - 30 ans
. 31 mois - 40 ans
. 41 mois - 50 ans
. 51 mois - 60 ans
. 61 mois - 70 ans

. 71 mois - 90 ans

27

13

56

41
18
21
28
25
18
21
21

DES TITRES
IgM IgG
: 623,78 247,55
5,87 11,73
18,80 13,29
15,26 12,46
24,25 13,29
13,91 11,79
19,03 12,50
12,14 13,57
9,61 17,14
9,06 14,86
9,36 10,68

MOYENNE GEOMETRIQUE DES TITRES DE 289 SERUMS

ETUDIES EN E.L.I.S.A. AVEC L'ANTIGENE 2

Uug §
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Nous avons effectué une étude en "aveugle" en collaboration
avec le laboratoire "Central Public Health Laboratory" & Londres du

Dr. A.G. TAYLOR sur 60 sérums humains.

Les valeurs des densités optigues obtenues pour différentes
dilutions des sérums sont rapportées dans le tableau 10. Les renseigne-
ments cliniques que le Dr. A.G. TAYLOR nous a envoyés concernant les
malades‘pour lesquels nous avons testé les 60 sérums, nous ont permis

de diviser ces sérums en deux groupes :

- Un premier groupe de 29 sérums provenant d'individus ne

présentent aucun symptdme évocateur de listériose.

- Un deuxiéme groupe de 31 sérums, provenant d'individus

chez lesquels la listériose a été diagnostiquée.

Pour ces deux groupes, nous avons calculé la moyenne ainsi
que l'écart type pour les IgM et les IgG & la premieére dilution du
sérum au 1:20 de fagon a éviter les grandes variations dans nos calculs,
qui seraient dQes aux fluctuations provoquées par les dilutions progrés-

sives des sérums.

* Pour la détection des anticorps IgM, la moyenne des indivi-
dus "sains" est de (m = 0,14 ,6’;0,09). Nous avons considéré la vaieur
de (0,14 + 0,09) = 0,23 comme le seuil significatif, ce qui nous donne

pour les 60 sérums étudiés, les titres qui apparaissent dans le tableau 10.



TABLEAU 10

: N® des : Valeurs des densités optiques obtenues :

*
: Renseignements cliniques : sérums ; pour différentes dilutions des serums : Titres des sérums
: INDIVIDUS SAINS , : 1:20  1:40 1:80 1:160 1:320 :
: DONNEURS DE SANG : i ‘ IgM 0,149 0,095 0,072 0,060 0,082 ° < 20 :
: : ‘ IgG 71,5 1,069 0,479 0,325 0,228 ° :
: 19 ¢ Ig 0,092 0,072 0,059 0,055 0,053 : £ 20
: : 1g6 0,818 0,343 0,197 0,126 0,092 :
: 20 ‘IgM 0,149 0,105 0,083 0,069 0,061 ° < 20 :
: ‘196 0,892 0,590 0,459 0,286 0,216 : :
i, ¢ IgM 0,184 0,145 0,097 0,081 0,071 : < 20
: 1g6>1,5 0,829 0,470 0,318 0,196 :
30 ‘IgM 0,101 0,079 0,068 0,065 0,063 : < 20
* Ig6 0,717 0,333 0,295 0,231 0,150 °
5, ¢ IgM 0,098 0,046 0,023 0,012 0,005 : ¢ 20
: 1g6 0,536 0,283 0,173 0,092 0,052 :
: : 40 : Igh 0,023 0,004 0,010 0,012 0,014 : < 20 :
: : " IgG 0,714 0,395 0,322 0,171 0,110 °
: 4 ¢ IgM 0,037 0,007 -0,002 -0,006 -0,012 : < 20 :
: : IgG 0,151 0,073 0,026 0,011 0,000 : :
; 4. . IgM 0,119 0,047 0,033 0,012 0,000 | < 20 :
: P Igt 1,272 0,678 0,379 0,228 0,166 .
: : g ¢ IgM 0,058 0,023 0,010 0,000 ~0,004 : < 20
fo : : 1gG 0,264 0,133 0,072 0,041 0,023 :
fia :

« Les titres des sérums ont été déterminés en mettant le seuil significatif a une valeur de 0,23 obtenue par le

calcul de la moyenne et de l'écart type m +<

- 881 -



. LEGIONELLOSE

RENSEIGNEMENTS CLINIQUES

Sérums négatifs..,......oooviinnn

Sérum positifs

-------------------

10

26

34

38

49

20

21

28

45

48

‘IgM
. 1qG
: IgM
: IgG
| IgM
o IgG
: IgM
: IgG
f IgM
. IgG
: IgM
: IgG

. Igh
o IgG
: IgM
: IgG
 IgM
. IgG
: IgM
: IgG
. Igh
. 196

1:20

0,139
1,145

0,447
0,990

0,288
0,984

0,166
0,709

0,121
1,415

0,072
0,686

0,076
0,362

0,154
0,636

0,111
0,588

0,226
0,236

0,014
0,869

1:40

0,101
0,852

0,119
0,559

0,195
0,546

0,083
0,425

0,056
1,060

0,041
0,413

0,064
0,334

0,102
0,333

0,076
0,345

0,110
0,109

0
0,558

1:80

0,080
0,466

0,091
0,359

0,149
0,366

0,062
0,248

0,034
0,819

0,024
0,259

0,059
0,297

0,081
0,231
0,062
0,239

0,048
0,081
-0,006
0,373

1:160

0,068
0,214

0,076
0,244

0,104
0,220

0,043
0,173

0,017
0,577

0,013
0,133

0,057
0,254

0,074
0,162

0,063
0,150

0,025
0,059
-0,010
0,211

; VALEURS DES DENSITES OPTIQUES OBTENUES
: POUR DIFFERENTES DILUTIONS DES SERUMS

1:320 :
0,006 °
0,149 °
0,071 :
0,171 :
0,081 °
0,173 °
0,030 :
0,101 :
0,010 °
0,384 °
0,005 :
0,093 :

0,053 °
0,209 °
0,067 :
0,117 :
0,055 °
0,139 °
0,013 :
0,026 :
-0,009 °
0,134 °

¢ Titres des sérums

20

< 20

s 65 se es me we »
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: N° des : Valeurs des densités optiques obtenues
: sérums : pour différentes dilutions des sérums .:

- e e a1 o — i et e e e it e s ot o e D it o o e e e st i # e s S e e s e o e = o s e o s o o S e o o o o i e o o e o . 2 e
e ——— -

Renseignements cliniques Titres des sérums

. ANTISTREPTOLYSINE O POSITIVE : : 1:20  1:40 1:80 1:160 1:320 :
: ‘g . Ig" 0,099 0,072 0,066 0,053 0,052 | < 90
§ : ‘ Ig6 0,374 0,284 0,198 0,147 0,111 .
: 4, ¢ IgM 0,198 0,137 0,106 0,095 0,077 : < 20
: : Ig6 0,360 0,241 0,159 0,121 0,118 :
‘s . Ig 0,124 0,081 0,062 0,060 0,05 | & 20
: ‘ I1g6 0,200 0,116 0,074 0,065 0,058 .
53 ¢ IgM 0,072 0,027 0,013 0,002 0,002 : < 20

: 1g6 0,509 0,197 0,105 0,050 0,020 :

¢ INFECTION A STAPHYLOCOQUE

: (mucléase,, x(-lysine) : ;¢ Ig" 0,099 0,075 0,067 0,058 0,057 : < 20

: : : IgG 1,416 1,077 0,577 0,438 0,274 :

: L : IgM 0,135 0,105 0,086 0,078 0,069 : < 20
. " IgG 1,400 0,813 0,444 0,334 0,197 |

: 18 ¢ M 0,094 0,074 0,052 0,055 0,053 : < 20

: : IgG 0,404 0,240 0,137 0,106 0,087 :

; ., . Ig" 0,071 0,062 0,054 0,048 0,049 < 20

‘ 1gG 0,444 0,272 0,181 0,125 0,095

- 491 -
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Renseignements cliniques

: Valeurs des densités optiques obtenues :
: pour différentes dilutions des sérums

° e o i i e o ot o e e B e s e e e e e e s e e s > e o 0 > — o —— i s —— —— i —
e e e e s o e :

LISTERIOSE DE TYPE 1 (adulte) 1:20  1:40 1:80 1:160 1:320 :
. : IgM 0,421 0,316 0,236 0,172 0,131 :
Méningite 7 . Ig6 0,379 0,201 0.141 0,106 0.086 :
o . : IgM 0,235 0,162 0,124 0,103 0,078 :
Méningite, septicémie 170 Ig6 1,379 1,139 0.945 0,742 0.502
o : IgM 0,049 0,025 0,008 0,000 0,027 :
Septicémie 3 [ 1g6 0,109 0,047 0.019 0.010 0,08 :
; ‘ IgMn 0,098 0,072 0,064 0,056 0,052 °

 Ig6 0,178 0,117 0,095 0,133 0,066

MBme SEerum.....ceeveeees o : IgM 0,031 0,009 0,000 -0,05 -0,09 :

: 1g6 0,116 0,055 0,030 -0,014 -0,005 :

Titres des sérums

80

20

< 20

7\

1

n

1g

- 091 -
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La différence entré les individus '"sains" et les individus atteints

de listériose est hautement significative dans les deux groupes :

- Septicémie, méningite : moyenne (m = 0,27 , <§ = 0,27)
(t =1,71 p <0,001)

- Listériose néo-natale (m = 0,37 ,&= 0,29) (t = 2,23

p<0,001)

* Pour la détection des anticorps IgG la moyenne des
individus "sains" est de (m =0,76 , T = 0,42 ), 1l'écart & la moyenne
est grand ce qui expliquerait les variations que nous avons obtenues

pour les différentes valeurs des densités optigues.

S5i nous étudions plus précisément les cas de listériose
néo-natale : nous avons observé dans les deux types de Listerda 1
et 4 deux cas d'infections croisées : deux méres 1 et 2 dont 1l'une
seule a développée une listériose, et seul l'enfant de 1'autre mére

a été infecté.

Dans le cas de listériose de type 1 : aucune des deux
meres ne présente d'anticorps IgM, méme la mére pour laquelle le dia-
gnostic de listériose a été posé. Ceci peut s'expliquer par le fait que
nous n'avons disposé que d'un seul sérum, sans doute trop proche de

la phase aiglie de la maladie.

Dans le cas de la listériose de type 4, ncus disposons

de deux sérums pour chacune des deux méres.



- 163 -

Pour la mere 1, chez laquelle la listériose a été diagnos-
tiquée il s'agit de deux sérums pris a des temps différents par rapport
au pic fébrile. On observe une légeére diminution des IgM entre le premier

et le deuxiéme sérum.

Chez la mére 2, qui n'a pas fait d'infection il s'agit
du méme sérum, référé sur deux numéros différents et on note le méme
titre ce qui prouve bien la fiabilité de la méthode. Nous disposons
du sérum de l'enfant de cette mére 2. Cet enfant semble avoir été
contaminé par la mére 1 mais il n'a pas été possible de mettre en évi-
dence d'IgM chez cet enfant. Bien que l'on a vu qu'il était difficile
d'interpréter la présence des IgG, on peut quand méme noter que dans le

cas présent, l'enfant posseéde le méme titre que sa mére.

Par ailleurs, les titres en anticorps de la mére ayant
présenté un avortement confirme le diagnostic clinigue d'avortement

listérien.

c) Conclusion

—— —— >

Les résultats semblent satisfaisants en ce qui concerne
la détection des IgM dans les sérums. Nous avons obtenu une bonne
corrélation entre les résultats sérologiques et les résultats bacté-
riologiques. Par ailleurs, une amélioration s'impose en ce qui concerne

la détection des IgG.

Néanmoins, ces études ayant été réalisées avec un
antigeéne 2 partiellement purifié, on peut espérer qu'avec le nouvel
antigéne 2 immunologiquement pur, issu de la chromatographie d'échange
d'ions le nombre des discordances obtenues pour la détection des IgG

sera amoindri.
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DISCUSSION ET CONCLUSION
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I DISCUSSION ET CONCLUSION

De nombreuses méthodes immunologiques (65 - 142) ont été pro-
posées pour la recherche des anticorps anti-L{sterdia dans les sé-
rums. De nombreuses techniques (27 - 34 - 97 -~ 101) ont été mises
au point ; de méme;\différentes préparations antigéniques ont été
réalisées a partir de bactéries entieres (114). Pourtant, bien que
1'antigéne le plus fréquemment utilisé soit des bactéries entizres
utilisées en réaction d'agglutination complétée ou non par une ré-
action de fixation du complément, une grande confusion subsiste
encore et les résultats sont parfois contradictoires avec le diag-

nostic clinique :

- soit par des réactions faussement positives qui peuvent
s'expliquer par des réactions croisées (168 - 141 - 142) avec

d'autres bactéries : Staphylocoque, Streptocoque, etc.

- soit par des réactions faussement négatives pouvant
étre dues a 1l'antigéne ne correspondant pas & la fraction majeure,

immunogene.

Le but de notre travail était donc de préparer un antigéne
spécifique de Listerdia monocytogenes (31) qui soit unantigéne majeur
chez 1'homme et qui puisse étre utilisé pour le séro-diagnostic de

la listériose.
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Cet antigene devait répondre aux critéres suivants.

a) 11 devait &tre spécifique d'espece ou de genre.

b) Etant donné le manque de spécificité des extraits bruts
en E.L.I.S.A. (48), l'antigene devait 8tre obtenu sous une forme
purifiée pour pouvoir étre utilisé ultérieurement dans une technique
telle que 1'E.L.I.S.A., qui était employée au laboratoire et qui avait
en outre l'avantage de permettre la détection des IgM et des IgG sans
technique préalable de séparation.

¢) I1 devait induire des anticorps de méme spécificité chez
1'homme et le lapin. En effet, comme il est trés difficile de se
procurer des sérums humains provenant de patients dont le diagnostic
de listériose avait été prouvé bactériologiquement, cette étude ne

pouvait étre menée qu'avec des sérums de lapins hyperimmunisés.

L'étude a porté sur les antigenes hydrosolubles libérés
lors du broyage a la X-press. Cette technique est intéressante car
elle ne fait intervenir aucun produit chimique supplémentaire, produit
difficile parfois a éliminer et nécessitant souvent une étape de dialyse
des extraits obtenus. Le rendement a été de 90pl00. Cette technique
convient aux petites quantités de matériel bactérien. En effet, une
dizaine de grammes environ de L{s{erda sont suffisants pour effectuer
un broyat. Cependant, les faibles quantités obtenues dans l'extrait
soluble S 40 ont nécessité la préparation de 22 broyats pour réaliser

tous les essais.



1. Détection des antigeénes

L'extrait antigénique S 40 a été étudié par immuno-
précipitation. SEELIGER (142) et MURASCHI (103) ont démontré
1'avantage de cette méthode par rapport a la réaction d'aggluti-
nation du fait qu'il existe moins de réactions croisées avec
d'autres bactéries. L'immunodiffusion a révélé trois arcs de
précipitation correspondant & trois fractions antigéniques.

Pevant le petit nombre d'antiggnes mis en évidence par 1'immuno-
diffusion, nous avons utilisé, pour notre étude antigénique, 1'im-
munoé lectrophorgse bidimentionnelle de LAURELL (86) et de WEEKE
(166). Les profils obtenus varient suivant 1'immun-sérum employé :
9 fractions antigéniques sont détectées dans l'extrait S 40 a
i'aide de 1'immun-sérum anti-bactéries entitres ; par contre, les
immun-sérums anti CSE et anti CE mettent en évidence 17 fractions
antigéniques. Ces résultats confirment les travaux de DELVALLEZ et
coll (31) sur la structure de L{sterdia monocyiogenes. lls ont éga-
lement permis de conclure que la structure antigénique est plus
complexe que ne l'avait démontré ARMSTRONG (5). Nos résultats sont
4 rapprocher de ceux de COOPER (28) qui obtient 16 fractions anti-
géniques par extraction au chloroforme des cultures de L{sferia
monocytogenes sérovar 5. Parmi les 17 fractions antigéniques mises
en évidence dans 1l'extrait soluble S 40, un antigéne est nettement
majoritaire. Cet antigene, retrouvé dans la bactérie et le contenu

cellulaire est dénommé 1l'antigdne 2 par DELVALLEZ et coll (31).

- 167 -
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L'application de 1'immunoélectrophorése bidimentionnelle
pour la détection des antigénes solubles de L{sterdia monocytogenes
a été uﬁe méthode intéressante aussi-bien pour déterminer la compo-
sition antigénique des extraits CE, CSE, S40, que pour le choix de

1'antigéne majeur.

2. Méthodes de purification

lLes essais de purification ont porté sur l'antigeéne 2 qui
induit des anticorps chez l'homme et chez le lapin. La technologie
de séparation utilis€ée a été essentiellement la filtration sur gel
de Sépharose 4B. Cette derniére n'a permis d'isoler aucune fraction
immunologiquement pure d'antigeéne 2. 17 antigénes sont élués dans

deux fractions ; la fraction 3 et la fraction 4.

Nous avons donc envisagé de modifier les conditions opéra-
toires essentiellement les trois paramétres connus pour influer sur
la résolution de la chromatographie : la hauteur du 1lit du gel et
le débit d'élution ainsi que la force ionique du tampon d'élution.
En ce qui concerne le premier paramétre nous n'avons pas pu modifier
les conditions opératoires, car nous étions déja dans des conditions
maximales : colonne de 1 m de haut. Il était possible d'effectuer
la séparation a un débit inférieur 3 12 ml par heure. L'essai effec-

tué n'a montré aucune amélioration de la technique.

Les résultats obtenus avec un autre type de gel, le gel
Sépnacryl avec un tampon d'éluticn de force ionique plus £levée se sont
avérés identiques a ceux obtenus par le premier gel avec la force

ionique de départ.
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La filtration sur gel ne permet donc pas la séparation
de l'antigéne 2 des autres antigenes du fait des poids moléculaires
proches. Les 17 antigénes détectés ont un poids moléculaire compris

entre 232 10° daltons et 67 10° daltoms.

La filtration sur gel ne permet d'obtenir qu'une fraction

fortement enrichie en antigéne 2.

La détection de 1'antigéne 2 dans les fractions obtenues
par filtration sur gel, ainsi que le dosage ont été effectués gréce
a 1'immun-sérum anti-antigéne 2 par 1l'immunoélectrophorése simple
"technique des rockets". Cette technique a permis d'établir une
relation linéaire entre la concentration en protéines et la concen-

tration en antigéne 2.

Récemment, l'utilisation de la chromatographie d'échange
d'ions avec l'appareillage "FPLC" (PHARMACIA) chromatographie rapide
a permis la purification de 1'antigéne 2. Le critére de pureté immu-
nologique a été prouvé par immunoélectrophorése bidimentionelle qui
a révélé un seul pic de précipitation. La préparation de l'antigéne 2
par chromotographie d'échange d'ions a permis d'obtenir l'antigéne 2
a une concentration cing fois plus élevée que l'antigéne 2 partiel-

lement purifié.

3. Propriétés physico-chimiques de 1l'antigéne 2

Les connaissances de ses propriétés physico-chimiques sont

beaucoup plus restreintes, la faible guantité d'antigéne obtenu n'ayant



pas permis une étude approfondie. L'antigéne 2 est une glycopro-
téine de poids moléculaire de 160 000 daltons déterminé par élec-
trophorése en gel de polyacrylamide (26) et par la présence d'un

pic de 160 000 daltons en gel de filtration.

L'électrofocalisation donne un point iscélectrique de
4,2 ; cette molécule ne posséde aucune activité enzymatique (26).
L'antigéne 2 est chargé négativement & pH 8 car il est retenu sur
colonne mono Q (—CH2 - E - (CHB) 3) d'échange d'anions, ce qui

pourrait expliquer sa migration anodique en immunoélectrophorése

bidimentionnelle.

4. Spécificité de l'antigeéne 2

I1 est spécifique du genre Listerdia (31). Des extraits
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de tous les sérotypes de Listerdia monocytogenes ont été testés ; ils

contiennent 1'antigéne dans la méme proportion.

Aucune réaction croisée n'a été obtenue avec des immun-

sérums préparés contre les extraits de Staphyfoccccws autews et Strepto-

coccus goecalis.

5. Localisation de 1l'antigéne 2

Les tests d'immunofluorescence réalisés avec 1'immun-sérum

anti-antigéne 2 (31) ont montré sa localisation en surface, mais il

n'a pas pu étre déterminé si l'antigéne est associé a la paroi ou

capsule de Listerda monocytogenes.

a la
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6. Application de l'antigeéne 2 au séro-diagnostic

Les essais de séro-diagnostic ont été effectués avec
la fraction enrichie en antigéne 2 obtenue par filtration sur gel.
Le choix a porté sur la technique E.L.I.S.A., réaction immunclogique

trés sensible et peu consommatrice d'antigeéne.

349 sérums ont été étudiés par la technique E.L.I.S.A.
Elle répond aux critéres de qualité essentiels & une méthode de diagnos-
tic : la sensibilité, la maniabilité puisque toutes les étapes que requiert
‘la technique, dilution des sérums, lavages, lecture des résultats sont

directement applicables a 1'automatisation.

Dans cette mesure 1'E.L.I.S5.A. est a la portée de tout
laboratoire de diagnostic. Ce test ne nécessite ni appareil couteux,
ni emploi des radioisotopes tout en offrant la sensibilité et la spé-
cificité des réactions radio-immunologiques (135). Les trés faibles
quantités d'antigéne requises (é;(pour l'antigéne 2 ) sont compatibles

avec l'utilisation d'antigénes purifiés.

Les résultats obtenus pour la détection des IgM et IgG dans
les sérums ont été satisfaisants pour les IgM sur le plan de la spécificité :
tous les sérums positifs ont donné des valeurs significativement plus
hautes que les sérums négatifs. Les résultats bactériologiques sont en
concordance avec les résultats de 1'E.L.I.S5.A. La possibilité des réactions
croisées avec Staphylfococcus awreus a été prise en considération. Des
absorptions des sérums sur Staphylococcus ont été effectudes selon la

méthode de LARSEN (85). Les sérums absorbés ont 848 testds en E.L.I.S.A.



- 172 -

Les sérums ont gardés leurs titres avant l'absorption dans la majorité
des cas. Cependant pour certains sérums la baisse du titre du sérum a
été d'une dilution. Donc la possibilité des réactions croisées semble

étre exclue par l'emploi de 1'antigene 2 spécifique de Listeria monocytogenes.

Pour les sérums positifs en IgM, la recherche du facteur
rhumatolde a été effectude sur les sérums précédemment cités. Les réactions

se sont révélées négatives.

I1 a été possible de suivre la cinétigue d'évolution d'anti-
corps de deux patients, méres de nouveaux-nés chez qui a été isclé
Listerdia monocytogenes. L'E.L.I.S.A. a permis d'observer une décroissance
de la positivité des titres des sérums en IgM et une élévation des titres
en IgG. Cependant la détection des IgG n'a pas été treés spécifique dans
tous les sérums. Des densités optiques relativement élevées ont été obser-
vées chez des individus '"sains" ou ne présentant pas de symptomes évoca-
teurs de listériose. Ceci pourréit s'expliquer par le fait que les essais
de séro-diagnostic ont été effectués a l'aide de 1'antigéne 2 partiellement
purifié. L'obtention en quantité suffisante de 1l'antigéne 2 immunologiquement
pur par chromatographie d'échange d'ions devrait permettre la mise au
point d'une réaction plus spécifique. Toutefois, les premiers essais de
titrage des anticorps IgG et IgM qui ont été effectués a l/4g par ml en anti-
géne 2, se sont révélés non concluants. Les valeurs des densités optiques
sont tres faibles pour les sérums positifs. Cet échec peut s'expliquer soit
par une adhérence faible de l'antigéne 2 3 la surface des plagues de micro-
titrages, soit par une compétition des anticorps IgG et IgM vis a vis de

1'antigéne fixé€, soit par une combinaison de ces deux facteurs.
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Des essais sont en cours pour mettre en oeuvre une réaction immunoc-
enzymatique en double "sandwich" avec des plaques anti-immunoglobulines
anti}jhumains, dans cette technique, les anticorps anti/4servent a la cap-
ture des IgM des sérums a examiner. L'antigéne 2 ensuite ajouté se fixe

sur les IgM homologues. La quantité d'antigéne 2 fixé est alors détermi-
née par un systéme révélateur (sérum de lapin anti-antigéne 2, sérum marqué
anti-immunoglobulines de lapin). Cette méthode aura 1l'avantage de faire
disparaitre la concurrence entre IgG et IgM et d'éviter la fixation des

anticorps facteurs rhumatoides (IgM anti-immunoglobulines) (114b).
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RESUME

Au cours de ce travail, nous avons démontré la possibilité
~d'isoler et de purifier un antigene spécifique de Listerda pour

l'utiliser dans le séro-diagnestic de la listériose.

Nous avons préparé un extrait antigénique S40 de Listerda
monocytogenes sérovar 4b par passage a la X-press et centrifugation

différentielle.

L'étude antigénique de l'extrait a été réalisée par les
différentes méthodes immunologiques : immunodiffusion sur gel,
immunoélectrophorgse bidimentionnelle qui nous a révélé la présence
de 17 antigeénes, dont un majoritaire 1l'antigeéne 2 a fait 1l'cbjet de
notre étude. La détection de cet antigéne dans les fractions obtenues
par filtration sur gel, ainsi que le dosage ont été effectués gréce
a 1'immun-sérum anti-antigéne 2 par 1'immunoélectrophorgse simple,
technique des "rockets". La purification de 1'antigéne 2 a été pos-~
sible par la chromatographie d'échange d'ions. L'antigéne, s'est
révélé tres immunogéne chez le lapin et 1'homme, spécifique du

genre Listerda.



Nous avons examiné 349 sérums bumains par la technique
E.L.I.S.A. (Enzyme linked Immunosorbent Assay) pour la détection
des anticorps IgG et IgM anti-antigeéne 2. Les résultats obtenus
sont en bonne corrélation avec les résultats bactérioclogiques.
Des études complémentaires sont toutefois nécessaires pour aug-
menter la spécificité et la fiabilité de cette réaction sérolo-

gique.
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ANNEXE TECHNIQUE



T

I LES MILIEUX DE CULTURE

1.1 Milieux de culture SP

2
S o nk 2o ST e R B e R s e i e N S B O el e s 22
- Phosphate de potassium monobasique KZHPOA’ 7H20 ........... 18
- Phosphate de potassium dibasique KHZPOA ................... 2
- Extrait de levure (Bacto Yeast Extract Difco).......cueu.. 4
W B 0 olcr - (P R S e D S S Pt D e st 15
= BAU AT LOR S o & oin o brome 5-orsial 5t wrois s, & o e e es e ek S balls are s gsp 1 000

On ajuste le pH a 7,3 par KOH ou H3P04. Autoclavage 20
minutes a 118° C. Ce milieu est utilisé pour les cultures en masse

en fermenteur.

1.2 Milieu de culture DTB

= Boett brvpbote (DIFCD Y  l v st sdn b i hs sy sana s B m s o s 10
-~ Exkradt de - viaodd (DIFCO). . sicissrisassrsninnssalssvsssss 3
~ Glucose (DextrOBE ). ... vvssnnmvrnnsnssvansdnsesinsnnssssrsn 4
< Chlorure de sodium (PROLABO} . «.sevssnssscnnsnersnnsenssoss 5
- Phosphate bipotassique (PROLABO) ..ueeeeeeeeerneenaneannnns 1
- Extrait de levure (Bacto Yeast Extract Difco)..eeeeevo.... 3
=S Ul il o Wy e Sl s 8 el e e ke R s L gsp 1 OGO

On ajuste le pH & 7,2 Autoclavage 20 minutes & 118° C.

ml



1.3 Milieu d'isolement ; gélose au sang

Pour la fabrication de ce milieu, nous utilisons la gélcse
Columbia qui est un milieu riche, bien adapté a la culture des germes
exigeants. La gélose au sang est un excellent milieu pour 1'isolement

bactériologique de Listeria monocytogenes.

- Gélose Columbia

. Peptones (pastone + pastosSe)...eeeeeeerecnenenencnnenns 23 g
ke e[y Racto Tl Wh ol I s el O SR ANt S N R lg

ChIOTUTe OB SDEIUM: Ve oo vy esinsos o s sueiinse s ssamishes 5g
s PREEBGINE ¢ o5 inruin v i v s sin b ol wis o v n it a b AR e e % s ha Tt s evas E5+q
siEaundEstilleests o i s o o el o e heis i va et ik L aaalrs gsp 1 0GC ml

On ajuste le pH a 7,3.

- Gélose au sang

*
e LA (BT i S s € B e o G i 0 G il Ot T e e o RS 44 g
Pon T [ o [ (5 VI M Bt o R i iy o e e it e 7 e B e e oy 50 ml
oo al dagballge i s Sl e w ik tare s sa e e e e e e ek gsp 1 000 ml

*
La gélose Columbia nous est fourni par 1'Institut Pasteur de Lille

(BIO SERVICE).
- Mode opératoire

Apreés 1'autoclavage a 118° C pendant 20 minutes, la gélcse

est refroidie & 50° C pour ajouter 50 ml de sang de cheval. Le mélange
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se fait stérilement en agitant délicatement pour éviter d'inclure

des bulles d'air dans la gélose. Le milieu est coulé en boite de

Pétri.

I1' LES

La conservation se fzit a + 4° C pendant 15 jours.

TAMPONS

.1 Tampon Tris 1

Tris (hydroxy-méthyl aminométhane) C AHioNs (MERCK) o svv o 1,211 9
Chlorure de magnésium Mgcl,, 6HZO (PROLABE) o vs v v v svoine 2,033 g
Azide de sodium NaNy R R e b e e el S S e D2 - g
Eals distil e e sisiom s ais e o slsinieisistsians o aissiolsie stmiois s gsp 1 000 ml

On ajuste le pH a 7,2 a 1l'aide de 1'acide chlorydrique.

. Tampon a = Tampon Tris 1 non modifié
. Tampon b = Tampon Tris 1 sans Mgcl2
. Tampon c = Tampon Tris 1 + 20 mM EDTA (acide éthylene

diamine tétra-acétique)

.2 Tampon Tris 2

Tris (hydroxy-méthyl aminométhane) C4H10N03 (MERCK)..... 2,422 g
Azide de sodium NaN3(MERCK) ............................. 0,2 .9
Eau g stid BN s e s /ils sraielsials akeais o 4 s ols = lora s lal ol nis areliore s uie gsp 1 000 ml

On ajuste le pH a 7,2 3 1'aide de l'acide chlorydrique.
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2.3 Tampon Tris 3

H6ER0E

soude.

Tris (hydroxy-méthyl aminométhane) C ND, (MERCK).... 12,11 g

4"10N03
Azide de sodium NaNy EMERLIY o vvoswas vonnnsns e il 0,2 g

TR L N R T e S R B 0 e AL g 2 gsp 1 000 ml

1

On ajuste le pH & 8 & 1'aide de 1'acide chlorydrique.

.4 Tampon A

Tris (hydroxy-méthyl aminométhane) CAHIDNOB (MERCK)«os« 2,422 g
EUld1SEI Pl ening oo ot sm sate s sie 0 teisuare s e teas oo e tots s o ove gsp 1 00C ml

On ajuste le pH & 8 a 1'aide de 1'acide chlorydrique.

.5 Tampon B

o A e o o D G 5 e P O RO S 3 LA D T o P P s 1 000-ml
Chlorure de Sodium (NACL) .t e s o es oo sias e ssvess 58,44 g
.6 Tampon véronal

Diéthylmalonylurée sodée (PROLABO) .vvevvevenennnennnns 4,123 g
Disthylnalonylurds (PROLABO) « vowuvuvsuees s wsi s sasssss 0,8 g
CRt GAMELI 00 haiiv s s s tios s mmes 50w oh bt bmneins s s ns gsp 1 000 ml

La dissolution se fait au bain marie & une température de

Le pH est ajusté a 8,6 avec de 1l'acide chlorydrique ou de la



9.6,
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2.7 Tampon carbonate-bicarbonate 0,1 M pH 9,6

On prépare une solution de carbonate 0,1 M :

Carbonate de sodium (Na COBlOHZD) ......................... 28,614 g

2
ST R L A e R e e s G A 15 Cor i AR 5 S B S gsp 1 000 ml

On prépare une solution de bicarbonate 0,1 M :

Bicarbonate de sodium (NaHCOB) (PROLABD Y v o0 vssavannocsions 8,4 g

T o e o L U L e S e gsp 1 000 ml

On mélange les 2 solutions jusqu'a obtention d'un pH de

On ajoute 1'azide de sodium (NaNB) L1075 1w 1 SN DA RN W W N 0,2 g

2.8 Tampon phosphate tween

-~ Chlorure de sodium Nacl (PROLABO) ...vivecvreceococanncnces 8,0 g
= Chlorure de potassium Kol (PROLABO) .vveevessvnsnssanssnons o S R
- Potassium dihydrogénophosphate P04H2K (PROLABD) & oo osvsomen B2 .9
- Di-sodium hydrogénophosphate POalZHZONa2 (PROLABO) . csnsses B8,29. g
w Twosn 20 [PROLABUD . o v noivnsnsneinssss o sosssssssyisnsssenes 0,5 g
- Azide de sodium NaN3 EMERLR Y oo 0 b v s oo a5 i i o e D2 g
D R U2 B L L e T S S s S R R SR g M s S R o gsp 1 000 ml

On ajuste le pH a 7,2. Le tampon est conservé a +4°2 C.
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2.9 Tampon diéthanclamine

- Diéthanolamine C&HllNOZ ¥ 5 v e S el i et ok 9.7
S B 6 o TR PR R I S e e e R B G i 80,0
- Azide de sodium NaN3 SR S v aia i paterd i sy, DS T AIF 5 5 0,02
- Chlorure de magnésium Mgcl,6H,0 (PROLABO) « s 0 vavsonrsnsenn 10,0
= Eaul dastallaes . Joiiess eeoe ais s s s oo s s e uiaiar b S o wire gsp 100

On ajuste le pH a 9,8 avec l'acide chlorydrique normal

(environ 10 ml), le tampon est conservé & 1'obscurité a + 4° C.

a) Substrat de la phosphatase alcaline

- para-nitrophénylphosphate (SIGMA).....ceeeeerieeenncaraas 1

=l ampon diethanolamifne DHD, 8. o vl als sis o o ene s sle s oisies ol el olels o e 1

La préparation de ce réactif se fait extemporanément.

b) Solution du réactif du biuret

Solution A :

Solution B

Solution C :

Carbonate de sodium sodée
Carbonate de sodium CDBNa7lDH20 (PROLABD)

Soude NacH 0,1 N

¢ Tartrate de sodium et de potasSIiliMc..c.osvssvsisses 2
AU dABTL LLEE ¢ viviv cie « mw s imis wuatonin %rvih 4 s s 918 44 6l 41 o8 gsp 100
Sulfate de cuivre CUSDQSHZD (PROLABD ) o ss v o vnsdwniss 2

EaUEdd staldelcia S r ) ol e L s e s bt et e gsp 100

ml

mg
ml

mg
ml
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Réactif du biuret : dans 1l'ordre 100 ml de solution "A"
1 ml de solution "B"

1 ml de solution "C"

Le mélange est agité pour bien homogénéiser.

III PREPARATION DES GELS ET SOLUTIONS DE COLGRATION

3.1 Gel d'agarose (Indubiose)

- Agarose (Indubiose A37) (Industrie BIOLOGIQUE FRANCAISE)...

Sl S 6 R a0 W e BB e i i P e o A S S P gsp 1

3.2 Gel d'agar

- gy ooble (DIFLD) i wrsntinrrsnsesninnssmnnnsensnesosress 10
= TampON VETOMAL. setss i eiems s nsiesosesnaniossnsiossesssennssss gsp 1

= Mormeptyl (MERCK s ieisariinbnsvssvaoenssisswessinnswesinss

3.3 Les solutions de coloration et décoloraticn

a) Solution de décoloration

e s (i Ll T e R RN Lt BT TR e e i e R R W e e

~ Apiide SEBLIGUE .« o« 5 e xsyiniisevae se s s e sioe s s ss.ss s sasiseire

el e i 8 = B i e T (P S - W T s el gsp 1 0CC ml
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b) Solution de coloration

w hmidosctuars IO B (MEBER) . . coocvenosniss pnsss e basns i in s v J -

= Splttion: de dOoCo LA ION . sleicis nin s sistslsnie sisiwiels s shove sials 's it gsp 1 000 ml

Cette solution est préparée 24 heures avant l'emploi et

filtrée sur papier Whatman.

c) Solution de coloration au bleu de Coomassie

~ Bleu de Coomessie R 250 {(SICMA).ccvsssssssnsnvnsussinsvsss 5 4

M GlaRe L R it lllohs s W ey srstersyoher siatalalslsfiata=5) ol et i Ana aile elloratsric ol s 450 ml
= Aeide CBLLEUBS o/s 0iirelvle w slsisivis o sl iss miokial statule Soiel s i e e alisre Binle 100 ml
~ Fau disti L LEes e vu s siahsieiie sis s s i 66 s S-als eis o s o wraresiars gsp 1 0CC ml

Cette solution est préparée et filtrée comme précédemment.

3.4 Soluticn de citrate

- tri-Sodium citrate N,:-13[36H50.7 2H20 (PROLABD) cvsv conmnninny 2 e
Fiy

= EaU dISb Il LR cuiteis 6 a5 ¢ oiain s siete sl e aiainie s ale a wisininlotel s 5ete gsp 100 ml
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