
présentée à 

L' UNIVERSITE DES SCIENCES ET TECHNIQUES DE LILLE 

pour l'obtention du titre de 

DOCTEUR DE TROISIÈME CYCLE 
Spécialité : BIOCHIMIE 

Par 

FARIDA ADLY 

ETUDE ANTIG~NIOUE DE LISTERIA 
MONOCYTOGENES: APPLICATION A U  SERO-DIAGNOSTIC 

DE LA LISTERIOSE 

Soutenue le 9 Décembre 1982 devant la Commission d'Examen 

Membres du Jury : Président : . M M  J. GUILLAUME 
Rapporteur : M M  G. MARTIN 
Examinateurs : M M  J. KREMBEL 

M M  JC. DERIEUX 
Mme M. ROUSSEL- DELVALLEZ 





A MON PRESIDENT DE THESE 

WNSTEüû LE PROFESSEUR JEAN GUILLAUME 

P r o f e s s e u r  à l ' u n i v e r s i t é  d e  Li l le  1 

Vous me f a i t e s  l e  g rand  honneur d e  

p r é s i d e r  cette t h è s e .  

J ' a i  eu  l a  chance  d e  b é n é f i c i e r  d e  

v o t r e  ense ignemen t  d u r a n t  mes d t u d e s .  

Je t i e n s  à vous  expr imer  ma r e c o n n a i s s a n c e  

e t  mon p ro fond  r e s p e c t .  



A MES JUGES 

MONSIEUR LE PROFE SSEUR GUY tIART1 N 

Profasseur à l ' un ive r s i t é  d e  L i l l e  II 

Chef de Service du Laboratoire de Bactériologie C 

Voici deux ans, vous m'avez acceu i l l i e  

avec confiance e t  gen t i l l e sse  dans votre  szrvice.  

Je vous en s u i s  t r è s  reconnaissante. 

E t  j e  t i en s  à vous remercier d 'avoir  

accep té -d ' ê t re  l e  rapporteur de c e t t e  thése. 

Je vous p r i e  de c ro i r e  à mon prgfond 

respect e t  à ma grande admiration. 



MONSIEUR LE PROFESSEUR JEAN KREMBEL 

P r o f e s s e u r  à l ' U n i v e r s i t é  d e  L i l le  I 

Je s u i s  s e n s i b l e  à l ' h o n n e u r  que  

vous me fa i t e s  d e  j u g e r  cette t h è s e .  

J ' a i  eu  l a  chance  d e  b é n é f i c i e r  d e  

v o t r e  ense ignement  d u r a n t  mes é t u d e s .  

Je vous p r i e  d e  c r o i r e  en  mes s e n t i m e n t s  

r e s p e c t u e u x .  



MADAME M l C f l E L I N E  ROUSSEL-DELVALLEZ 

Chef d e  t r a v a u x  d e s  U n i v e r s i t é s  

A s s i s t a n t e  d e s  h ô p i t a u x  

Ce t r a v a i l  est a u s s i  l e  v d t r e .  

Vous m'avez  c o n s a c r é  d u r a n t  p l u s  

d e  deux a n n é e s  une g r a n d e  p a r t i e  d e  v o t r e  temps que je 

sa is  p r é c i e u x ,  pour mener à b i e n  cet te  t h è s e .  

A u j o u r d ' h u i  je s u i s  h e u r e u s e  que  

vous s o y e z  parmi  mes juges .  Q u ' i l  vous  en  s o i t  r e m e r c i e .  

Soyez a s s u r é e  d e  ma r e c o n n a i s s a n c e  

e t  d e  mon amitié. 



MONSTEUR LE P R O F E S S E U R  J E  AN-CLAUDE D E R I E U  

Professeur à l 'université de Lille 1 

Vous avez spontanément accepté de juger 

ce t ravai l .  

Je vous en remercie. 

Je vous prie Je croire en mes sentiments 

respectueux. 



A TOUTE L'EQüTPE DU LABORATOIRE DE BAC7TRIOLOGlE C 

Je t i en s  à remercier 

MADEMOISELLE ELTANE DRANCOURT e t  ,VADAME MAZTE-CHRTSTTNE 

LTMBERT pour l ' a i d e  précieuse qu ' e l l e s  m'ont appcrtée dans l a  

réa l i sa t ion  de ce t r a v a i l .  

MONSIEUR DECK pour l e s  cu l tu res  q u ' i l  nous a  effectuées.  

Nes remerciements vont au Secré tar ia t  du Service,  en pa r t i cu l i e r  à 

avec MADEMOTSELLE SABINE RUKMS qui a  assuré, 

compétence e t  dévouement l a  dactylographie de ce t t e  thèse. 

e t  MADEMOISELLE MARTE-FRANCUTSE CARY 



SUJET 

ETUDE ANTIGENIQUE DE L T S E R l A  MÙNÙCYTOGENES : 

APPLICATION AU SERO-DIAGNOSTIC DE LA LISTERIOSE 



INTRODUCTION 

Les m u l t i p l e s  a s p e c t s  que l a  l i s t é r i o s e  p e u t  r e v ê t i r  e t  

l e  peu de  moyens dont  l e s  c l i n i c i e n s  d i s p o s e n t  pour l u t t e r  c o n t r e  

c e t t e  p a t h o l o g i e  o n t  suggéré  deux o r i e n t a t i o n s  d e  recherche .  

- s o i t  l ' é t u d e  d e s  a n t i g è n e s  de  L&tettia monocyitogczna pour 

une m e i l l e u r e  compréhension du pouvoir  pathogène du germe. 

- s o i t  l ' é t u d e  de  l a  réponse  immuni ta i re  de  l ' h ô t e  e t  l e s  

mécanismes q u i  dé te rminen t  c e t t e  réponse .  

I l  e x i s t a i t  un nombre é l e v é  de  t r avaux  p o r t a n t  s u r  l e s  

a n t i c o r p s  a n t i - L h i t e i r h  mais peu é t u d i a i e n t  l a  s t r u c t u r e  a n t i g é -  

n ique  de  L h X U h  monocytogcznU. C ' e s t  l a  r a i s o n  pour l a q u e l l e  nous. 

avons c h o i s i  c e  t r a v a i l .  

Lors de  n o t r e  é t u d e  b i b l i o g r a p h i q u e  p r é l i m i n a i r e  nous 

avons c o n s t a t é  que de  nombreuses r é a c t i o n s  s é r o l o g i q u e s  o n t  é t é  

largement  u t i l i s é e s  pour l e  d é p i s t a g e  d e  l a  l i s t é r i o s e  chez l a  

femme e n c e i n t e .  

La p r i n c i p a l e  t echn ique ,  l a  r é a c t i o n  d ' a g g l u t i n a t i o n ,  

q u i  u t i l i s e  d e s  b a c t é r i e s  e n t i è r e s ,  p r é s e n t e  deux i n c o n v é n i e n t s  

majeurs  : 



- t a u x  p a r f o i s  é l e v é s  chez les i n d i v i d u s  " s a i n s "  ; 

- p a r f o i s  même t a u x  i n f é r i e u r s  aux t a u x  s i g n i f i c a t i f s  chez 

les femmes e n c e i n t e s  p r é s e n t a n t  une l i s t é r i o s e  prouvée b a c t é r i o -  

logiquement.  

P l u s i e u r s  r a i s o n s  s o n t  à l ' o r i g i n e  d e  c e s  d i f f i c u l t é s  : 

l a  q u a l i t é  d e  l ' a n t i g é n e  u t i l i s é  a i n s i  que l ' e x i s t e n c e  d ' a n t i g è n e s  

communs e n t r e  L.inf:etcia monccytogenen e t  d ' a u t r e s  e s p é c e s  bac t é -  

r i e n n e s  . 

Pour é v i t e r  c e t  inconvén ien t ,  nous avons t e n t é  de  prépa- 

rer un a n t i g é n e  p u r i f i é  s p é c i f i q u e  d e  LL5tWi-a s u s c e p t i b l s  d ' ê t r e  

u t i l i s a b l e  pour l e  s é r o - d i a g n o s t i c  d e  l i s t é r i o s e .  

Notre t r a v a i l  a  donc c o n s i s t é  dans  un premier  temps à 

f a i r e  l ' é t u d e  a n t i g é n i q u e  de  1Men-k~ monocg~~gen&5 e t  dans  un 

deuxième temps d ' a p p l i q u e r  l ' a n t i g é n e  p u r i f i é  que nous avons pré- 

p a r é  à l a  d é t e c t i o n  d e s  a n t i c o r p s  a n t i - L d t W i a  dans  les sérums 

d e s  femmes e n c e i n t e s  e t  nouveau-nés a t t e i n t s  d e  l i s t é r i o s e .  Nous 

avons c h o i s i  une méthode s e n s i b l e  : 1 ' E . L. 1. S. A.  ( Enzyme Linked 

Immunosorbent Assay) q u i  n ' a v a i t  p a s  encore  é t é  u t i l i s é e  pour 

i.inXcxia r n o n o c y t o g e n ~ .  



HISTORIQUE 



L ' h i s t o i r e  d e  l a  l i s t é r i o s e  i n t é r e s s e  l a  p a t h o l o g i e  

an imale  e t  l a  p a t h o l o g i e  humaine. 

La première  d e s c r i p t i o n  de  l a  l i s t é r i o s e  semble remon- 

t e r  à 1911, époque à l a q u e l l e  HULPHERS ( 7 1 ) ,  en  Suède, d é c o u v r i t  

un nouveau germe dans  l e  f o i e  d 'un l a p i n  mort d e  s e p t i c é m i e .  Ce 

b a c i l l e  j u s q u ' a l o r s  inconnu,  a v a i t  e n t r a î n é  l a  fo rmat ion  d e  l a r g e s  

zones  de  n é c r o s e  h é p a t i q u e  ; en conséquence,  HULPHERS l ' a p p e l a  

ttBaciUw h e p d u  . 

Les premiers  c a s  de  l i s t é r i o s e  o n t  é t é  o b s e r v é s  en 1917 

p a r  ATKINSON ( 7 )  en A u s t r a l i e ,  q u i  p u t  d é c r i r e ,  au c o u r s  d 'une  pe- 

t i t e  épidémie d e  méning i t e  chez les e n f a n t s ,  un D a c i l l e  q u ' i l  c l a s -  

sa dans  l a  f a m i l l e  d e s  Conynebactwiaceae. De même, NYFELDT (107) 

en  1929, i s o l e  l e  germe de  t r o i s  s u j e t s  oyant  une mononucléose in -  

f e c t i e u s e .  

En 1921, DUMONT e t  C O T O N 1  (39)  r a p p o r t e n t  l e  cas d ' u n e  

méning i t e  m o r t e l l e  chez  un s o l d a t  i t a l i e n ,  avec  i so lement  du b a c i l l e  

d ' u n  l i q u i d e  c é p h a l o r a c h i d i e n .  

L 'Angla is  MURRAY en  1924 (102) obse rve ,  au c o u r s  d 'une  

é p i z o o t i e  q u i  s é v i s s a i t  s u r  l e s  l a p i n s  e t  l e s  cobayes ,  l e  germe 

Gram p o s i t i f  r e sponsab le  d e  l é s i o n s  n é c r o t i q u e s  au niveau du f o i e  

e t  d ' u n e  mononucléose sangu ine .  En 1926, MURRAY e t  c o l 1  (102) nom- 

ment l e  b a c i l l e  ltE~cXenium monocytogen&5" en r a i s o n  de l ' i m p o r t a n t e  

monocytose sangu ine  q u ' i l s  obse rven t  chez l e s  animaux. 



En 1927,  PIRIE (121) i s o l e  une b a c t é r i e  q u i  d é c i m a i t  l e s  

g e r b i l l e s  ( p e t i t s  r o n g e u r s ) .  I l  1 ' a p p e l a  " L h t e z i a  hepa@a5caH pour 

r e n d r e  hommage à Lord L i s t e r .  I l  i d e n t i f i e  l e  germe à c e l u i  de  MURRAY 

e t  propose  le  terme de  t t L h t u e l X a  monocytogsnaH. 

C ' e s t  e n  1939, au congrès  de  b a c t é r i o l o g i e  d e  New-York, 

que f u t  admis d e  façon o f f i c i e l l e  pour c e t t e  b a c t é r i e  l a  dénomina- 

t i o n  " L h t m i a  monocytogenuN. 

GRAHAM e t  c o l 1  ( 5 9 )  démontrent  que L h t u i a  rnonocytogen~ 

p e u t  c a u s e r  d e s  avor tements  chez  les animaux. 

Le premier  c a s  d e  méning i t e  l i s t é r i e n n e  n é o n a t a l e  e s t  rap- 

p o r t é  en 1936 p a r  BURN ( 2 1 ) .  C ' e s t  e n s u i t e  s u r t o u t  dans  l a  l i t t é r a -  

t u r e  al lemande q u ' e s t  d é c r i t e  l a  l i s t é r i o s e  chez  l e  nouveau-né e t  

p a r  REISS (131) l a  ''gttanuXornatonL~ intjantincp;tica", forme a i g u ë  sep- 

t icémique.  Les deux p remie rs  c a s  d é c r i t s  chez  l e  nouveau-né en F r a n c e  

f u r e n t  r a p p o r t é s  p a r  COULOMBIER en  1956 (30) .  

Depuis,  de  nombreux t r a v a u x  c o n s a c r é s  à c e t t e  maladie  s e  

s o n t  m u l t i p l i é s  en  r a i s o n  d 'une  m e i l l e u r e  conna i s sance  du germe e t  

de  sa pa tho log ie .  



CHAPITRE 1 : 

BACTERIOLOGIE 



BACTERIOLOGIE 

L . b t ~ &  monocytogenen a longtemps posé des problèmes 

d'identification. SEELIGER (142) étudia un très grand nombre de 

souches, et détermina certains critères permettant d'identifier 

Lhtenia. 

1 POSITION TAXONOMIQUE 

L h t e n h  monocytog~neh a posé et pose encore des pro- 

blèmes taxonomiques. Elle fut incorporée, d'abord, par BREED en 

1957 ( 1 7 )  dans la famille des Co&ynebactrrnhceae qui était com- 

posée de six genres : . Cottynebactenium 

. LateAia 

. Etty/sipeRoth&ix 

. i2!icnobactenium 

. CeLtuXomonm 

. &ithnobacten 

Lhtrrnia monocytogeneA était l'unique espèce du genre 

Lhtenia. Puis PREVOT, en 1961, décrit L h t ~ k  deniZti$icam (143) , 

LARSEN et SEELIGER en 1966 décrivent Lhtrrnia gttayi ! 143 ) ,  enfin 

WEiSHIMER et MEREDITH en 1971 décriver,.t LL3t~lc.k rnucc/luji (154) . 



A l'heure actuelle dans la dernière édition (8ème) de 

"Bergey ' s Manual" (1431, le genre L b l t U t h  ainsi que les genres 

EtcyhipeLo;th/t-Lx et Cmyophanon furent placés comme "genre à affi- 

liation incertaine" dans une section qui contient également les 

Lactobacilles. 

II CARACTERES MORPHOLOGIQUES 

L & t ~ k  est un bacille Gram positif, habituellement 

court et trapu (un à deux microns de long sur 0,5 micron de lar- 

ge f et à extrémités légèrement arrondies. 

Le germe ne possède 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 L h $ e t t &  mono- 

cqtogene~. La capsule de nature mucopolysaccharidique enrobe la 

cellule d'une couche continue, régulière 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, 

S M I T H  (151) et METZGER (96) ont montré que la culture sur un mi- 

lieu à base de tryptose et de glucose à 5 pl00 additioné de sé- 

rum de lapin (10 p100) permettait d'observer des colonies plus 

grosses avec apparition des capsules. 



En c u l t u r e ,  c ' e s t  un germe t r è s  polymorphe ; d a n s  s e s  

formes longues ,  il e s t  f a c i l e m e n t  confondu avec  l e s  rnemb~es du 

g e n r e  Co/cynebacte/tiulri, c a r  il p e u t  p rendre  l ' a s p e c t  en p a l i s s a d e  

dans  d e s  c u l t u r e s  de  1 5  à 24 h e u r e s  d ' i n c u b a t i o n  en a s s o c i a t i o n  

p a r  p a i r e s  formant d e s  V ou d e s  Y ou encore  d e s  formes c o c c o ï d e s  

ou d e  d ip locoques .  La forme cocco ide  e s t  r e n c o n t r é e  d a n s  les 

t i s s u s  i n f e c t é s  au niveau de  mononucléai res  ; c e t t e  forme est 

r e t r o u v é e  d a n s  l e s  c u l t u r e s  en  b o u i l l o n .  

L & i t e / t h  monocytogenu prend b ien  l a  c o l o r a t i o n  de  

Gram ; cependant  l e  c a r a c t è r e  Gram p o s i t i f  e s t  a s s e z  l a b i l e  ; 

d è s  que l a  c u l t u r e  e s t  un peu v i e i l l e ,  l e s  germes s o n t  f a i b l e -  

ment d é c o l o r é s  c e  q u i  l e s  f a i t  confondre  avec  f faemayhih ( 6  - 

65) .  

Des coupes u l t r a - f i n e s  d e  micro-organismes f i x é e s  à 

1 ' a c i d e  osmique montrent  une p a r o i  l a m e l l a i r e  complexe (151)  . 

S R I V A S T A V A  (153) é t u d i e  l a  couche "pep t idoa lycane"  

(mureine)  d e  l a  p a r o i  d e  L ~ t U c i a  rnonocytogenU e t  démontre que 

c e t t e  couche c o n s t i t u e  0 , 4  plOO du po ids  sec d e s  c e l l u l e s  in -  

t a c t e s .  L ' a n a l y s e  chimique i n d i q u e  que 27 plOO du po ids  s e c  de  

c e  pep t idog lycane  e s t  c o n s t i t u é  d ' h y d r a t e s  d e  carbone e t  66 pl00 

d e  p e p t i d e s .  



SALTON (136)  démontre  q u e  5 à 7 p l 0 0  d e  l a  p a r o i  d e  

Lhteiria monocgtogenen es t  c o n s t i t u é e  d e  l i p i d e s  q u i  p o s s è d e n t  

un f o r t  e f f e t  d ' a d j u v a n t  aux n i v e a u x  c e l l u l a i r e  e t  humora l  (75) 

c h e z  l a  s o u r i s .  

La p r é s e n c e  d a n s  l a  p a r o i  d ' u n  s y s t è m e  enzymat ique  

p rovoquan t  l a  l y s e  d e  cet te  p a r o i  a é t é  mon t r ée  p a r  TINELLI ( 1 5 8 ) .  

Ce sys t ème  f o n c t i o n n e r a i t  à un pH l é g è r e m e n t  a l c a l i n  e t  s e r a i t  

a c t i v é  p a r  l a  t r y p s i n e  ; un c h a u f f a g e  d e s  s u s p e n s i o n s  a q u e u s e s  

d e  p a r o i  p e n d a n t  c i n q  m i n u t e s  à 100°  C i n h i b e  t o t a l e m e n t  c e t t e  

a u t o l y s e .  

III CULTURES 

Pour  i d e n t i f i e r  L&5t&ti.a monocqtogenu, il es t  i n d i s -  

p e n s a b l e  d e  c o n n a î t r e  l es  c a r a c t è r e s  c u l t u r a u x .  

3.1 M i l i e u x  

L ~ t m k  monocy.togenu se m u l t i p l i e  sur les m i l i e u x  

u s u e l s ,  mais les m i l i e u x  à b a s e  d e  t r y p t o s e  s o n t  l e s  p l u s  favo- 

r a b l e s  ; c e l u i - c i  e s t  un e x c e l l e n t  s u b s t r a t  pour  l a  c o n s e r v a -  

t i o n  d e  l a  b a c t é r i e  ( 6 5 ) .  E l l e  c u l t i v e  b i e n  s u r  les m i l i e u x  

c o n t e n a n t  du  g l u c o s e  ( 5  p l 0 0  1. 



C U R Y  e t  c o l 1  (58) o n t  c u l t i v é  Ld.teAia monocy;togenen s u r  

un mi l i eu  chimiquement d é f i n i  renfermant  de  l a  r i b o f l a v i n e ,  de  l a  

b i o t i n e ,  d e  l a  th iamine ,  de  l ' a c i d e  n i c o t i n i q u e ,  d e s  sels e t  du 

g lucose .  

Pour  l ' i s o l e m e n t  s é l e c t i f  de  LhteAia m o n o c y ~ o g e n ~ ,  à 

p a r t i r  de  p ré lèvements  polymicrobiens ,  d e  nombreux m i l i e u x  o n t  

é té  é t u d i é s  con tenan t  d e s  s e l s  minéraux,  d e s  a n t i b i o t i q u e s ,  de  

l ' a c i d e  n a l i d i x i q u e .  C i t o n s  : l e  m i l i e u  au t e l l u r i t e  d e  potassium 

e t  chloramphénicol  de  KAMPELMACHER ( 7 8 ) ,  l e  m i l i e u  c o n t e n a n t  de  

l a  g é l o s e  au sang e t  d e  l ' a c i d e  n a l i d i x i q u e  de  BEERENS (131,  l e  

m i l i e u  à l a  t r y p a f l a v i n e  e t  à l ' a c i d e  n a l i d i x i q u e  d e  R A L O V l C H  (126)  

e t  l e  m i l i e u  de  DESPIERRES (33)  c o n s t i t u é  d ' a c i d e  n a l i d i x i q u e ,  de  

polyrnyxine et d e  b leu  d e  méthylène. 

3.2 C a r a c t è r e s  c u l t u r a u x  

1.in.tu.k rnonocy;tagencb pousse s u r  l e s  mi l i eux  h a b i t u e l -  

lement  u t i l i s é s  en  b a c t é r i o l o g i e  q u ' i l s  s o i e n t  s o l i d e s  ou l i q u i d e s .  

L L ! ~ u ~  c u l t i v e  b i e n  à pH légèrement  a l c a l i n  ; l e  pH 

optimum s e  s i t u e  e n t r e  7 , 2  v t  7 , 6 .  La c r o i s s a n c e  e s t  p o s s i b l e  

j u s q u ' à  d e s  pH de 5 , 6  à 9 , 6 .  L&Xenia s e  développe e n t r e  3O C 

e t  45O C .  La t empéra tu re  optimum s e  s i t u e  e n t r e  30° C e t  37O C .  



Le germe c o n t r a i r e m e n t  aux a u t r e s  germes pathogènes  pour l'homme 

se m u l t i p l i e  à + 4 O  C .  C e t t e  p r o p r i é t é  e s t  u t i l i s é e  comme moyen 

d f e n r i c h i s s e m e n t  en  Ld tuc ia  monocy~ogenen à p a r t i r  d e s  p r o d u i t s  

pa tho log iques .  

La t e c h n i q u e  d i  en r i ch i s sement  proposée  p a r  GRAY (60) 

c o n s i s t e  B émuls ionner  ou broyer  l e  p r o d u i t  s u s p e c t  dans  d e  l ' e a u  

d i s t i l l é e  s t é r i l e  e t  d e  l e  c o n s e r v e r  à i k0  C.  Pér iodiquement ,  un 

rep iquage  e s t  e f f e c t u é  s u r  un m i l i e u  n u t r i t i f  e t  s u r  un m i l i e u  

s é l e c t i f  q u i  s e r o n t  i n c u b é s  à 3 7 O  C pendant 24 à 48 h e u r e s  avan t  

d  ' ê t r e  examinés ; que lques  j o u r s  de  r é  F r i g é r a t i o n  s u ?  f i s e n t  ha- 

b i t u e l l e m e n t  pour  a s s u r e r  1 ' i so lement  de  Lbl tuia  monocy~ogcn~,  

s i n o n  1 ' e x p é r i e n c e  d o i t  ê t r e  p o u r s u i v i e  ( jusqu ' à t r o i s  mois) .  Cet-  

t e  t echn ique  donne d e  bons r é s u l t a t s ,  mais son u t i l i s a t i o n  en c l i -  

n ique  e s t  limitée en r a i s o n  de  s a  l e n t e u r .  

L ' i n c u b a t i o n  à b a s s e  t empéra tu re  augmente l a  v i r u l e n c e  

du germe (65).  En e f f e t  , les souches  de  LiAXmia monocy~ogenu c u l -  

t i v é e s  en b o u i l l o n  à une t empéra tu re  de  5" C s o n t  p l u s  v i r u l e n t e s  

p a r  v o i e  i n t r a - p é r i t o n é a l e  chez l a  s o u r i s ,  que l e s  s o i ~ c h e s  incubées  

à une t empéra tu re  de  3 7 O  C .  C e t t e  v i r u l e n c e  est l i é e  à l a  p résence  

d e  l l a n t i g & n e  L ( 7 9 ) ,  d o n t  nous r e p a r l e r o n s  l o r s  d e  l ' é t u d e  de  l a  

s t r u c t u r e  a n t i g é n i q u e  d e  L h t u i a  monocytogcnu. 



Sur  g é l o s e  o r d i n a i r e ,  les c o l o n i e s  s o n t  rondes  d ' e n v i r o n  

1 mm de  d iamèt re ,  à bord r é g u l i e r ,  l isses e t  bombées s o u s  forme d e  

g o u t t e  de  r o s é e ,  o p a l e s c e n t e s .  L o r s q u ' e l l e s  s o n t  examinées en t r a n s -  

i l l u m i n a t i o n  o b l i q u e  ( 6 8 ) ,  e l l e s  o n t  une c o l o r a t i o n  g r i s  b leu  s i  

c a r a c t é r i s t i q u e  pour GRAY (62)  que c e l a  permet de  l e s  d i s t i n g u e r  

l o r s  d ' u n  i so lement  à p a r t i r  d e  p r o d u i t s  polymicrobiens .  

Sur g é l o s e  au sang ,  une hémolyse d e  type se développe 

en p résence  de  l a  p l u p a r t  d e s  g l o b u l e s  r o u g e s  de  mammifères ; e l l e  

e s t  n e t t e  pour les souches  récemment i s o l é e s .  Par c o n t r e  l e s  c u l -  

t u r e s  en  v i e i l l i s s a n t  donnent d e s  c o l o n i e s  p l u s  g randes  ( 3  à 5 mm) 

i r r é g u l i è r e s  dont  l ' hémolyse  a  souvent  d i s p a r u e ,  con tenan t  d e s  ge r -  

mes p l u s  l o n g s  et f i l amenteux .  Bien q u ' e l l e  f û t  longtemps c o n s i d é r é e  

comme c o n s t a n t e  pour l ' e s p è c e ,  l ' hémolyse  p e u t  s ' a t t é n u e r  ou d i spa -  

r a i t r e  l o r s  d e s  r ep iquages .  En e f f e t ,  BOJSEN-MgLLER (15)  o b t i e n t  à 

p a r t i r  d e s  c o p r o c u l t u r e s  humaines, d e s  souches  de  t y p e  s é r o l o g i q u e  

4 t o t a l e m e n t  dépourvues de  p r o p r i é t é  hémolytique.  

En b o u i l l o n  o r d i n a i r e ,  LiAtuia monocy~gene/ls pousse en  

24 h e u r e s  d ' i n c u b a t i o n  donnant un t r o u b l e  homogène q u i  e s t  beau- 

coup p l u s  abondant s i  l e  b o u i l l o n  e s t  g l u c o s é .  



3.3 Exigences r e s p i r a t o i r e s  

C'est un germe aé ro -anaérob ie  f a c u l t a t i f  ; L h t ~ h . ~  mono- 

cytogenen pousse mieux e n  atmosphére possédant  d e s  t e n s i o n s  l é g è r e -  

ment a b a i s s é e s  en O2 e t  légérernent augmentées en  CO2 p a r  r a p p o r t  B 

c e l l e s  d e  1' a i r  (49) .  

3.4 M o b i l i t é  

Un c a r a c t é r e  e s s e n t i e l  d e  L h t a i a  e s t  d ' ê t r e  mobile.  La 

m o b i l i t é  e s t  maximum s i  l a  c u l t u r e  e s t  incubée e n t r e  20° C e t  22' C.  

Elle p e u t  ne pas e x i s t e r  s i  l a  c u l t u r e  e s t  incubée  à 37O C .  

SEASTONE ( 140 ) p e n s a i t  que L h t e i r h  monocytogenu ne pos- 

s é d a i t  qu 'un  s e u l  f l a g e l l e  t e r m i n a l  ou sub te rmina l .  En f a i t ,  comme 

l ' o n t  montré PATERSON ( 1 1 6 ) ,  p u i s  GRIFFIN e t  ROBBINS (66)  l e  nombre 

de  f l a g e l l e s  e t  l e u r  d i s p o s i t i o n  v a r i e n t  avec l a  t empéra tu re  d e s  

c u l t u r e s .  

C e t t e  m o b i l i t é  e s t  due à une c i l i a t u r e  p é r i t r i c h e  q u i  

d i s p â r a i t  à 37O C.  Par c o n t r e ,  à 4O C c e s  f l a g e l l e s  e x i s t e n t  e t  

s o n t  a c t i f s  ( 6 5 ) .  



3.5 R é s i s t a n c e  

L&te/r& monocytogcnu possède  une g rande  r é s i s t a n c e ,  

b i e n  que ne  p r o d u i s a n t  p a s  d e  s p o r e s .  I l  demeure v i v a n t  en  cu l -  

t u r e  p l u s i e u r s  mois à l a  t empéra tu re  du l a b o r a t o i r e  e t  p l u s i e u r s  

années  à + 4" C. Le germe r é s i s t e  15 minutes  à l a  t empéra tu re  de  

60° C (58) ; il est cependant  d é t r u i t  rapidement à 80° C. 

Le germe r é s i s t e  à une c o n c e n t r a t i o n  en c h l o r u r e  d e  

sodium j u s q u ' à  10  p l 0 0  ; l ' a d j o n c t i o n  de  t e l l u r i t e  d e  potassium 

à l a  c o n c e n t r a t i o n  d e  0 , 0 1  à 0 , 0 5  pl00 ne gène pas  l a  m u l t i p l i -  

c a t i o n  de  Lhtenia (58 ) ,  a l o r s  que c e s  c o n c e n t r a t i o n s  s o n t  i n h i -  

b i t r i c e s  pour l a  p l u p a r t  d e s  b a c t é r i e s  à Gram p o s i t i f .  

Lors de  l ' examen d e s  c u l t u r e s ,  l a  morphologie e s t  l e  

p l u s  souven t  c a r a c t é r i s t i q u e ,  cependant  l e  d i a g n o s t i c  d o i t  ê t r e  

conf i rmé p a r  l ' é t u d e  d e s  p r o p r i é t é s  b iochimiques  s p é c i f i q u e s .  

3.6 C a r a c t è r e s  b iochimiques  

L h t W t h  monocy~ogenen possède une c a t a l a s e  e t  une B 
g a l a c t o s i d a s e ,  fermente  s a n s  p roduc t ion  de  gaz l e  g l u c o s e ,  l e  

l e v u l o s e ,  p a r t i c u l i è r e m e n t  l e  l a c t o s e  e t  r é d u i t  l e  l a i t  tourne-  

s o l 6  s a n s  c o a g u l a t i o n .  



L'esculine est également fermentée en 2 heures, avec un 

noircissement du milieu, ce caractère rapide constitue d'ailleurs 

une méthode d'identification du germe. 

L U u h  rnonocytogen&5 est sans action sur' le mannitol, 

le glycérol, ne réduit pas les nitrates. Les recherches d'indol, 

d'uréase, d1hydrog&ne sulfuré sont négatives. 

De nombreuses discussions persistent à propos des carac- 

tères biochimiques : GRAY (65) a obtenu une production d'H2S en 

modifiant les conditions de culture. Pour SEELIGER (1421, 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 à partir des tissus d'animaux expérimentalement ou naturel- 

lement infectés ont fait suggérer par de nombreux auteurs (44 - 70) 

l'existence possible des formes L de Lamia. 



L ' e x i s t e n c e  d e  c e s  formes d e  LAtmia  monocytogenu a  é t é  

prouvée pa r  SUCHANOVA (65)  dont  l ' e x p é r i e n c e  a  é t é  d é c r i t e  p a r  GRAY 

(65) .  I l  implan te  dans  l a  c a v i t é  p é r i t o n é a l e  d e  l a p i n s  g r a v i d e s  d e s  

sacs d e  c o l l o d i o n  con tenan t  LhitUia monocyz3genu ; b i e n  que l e  d i a -  

mètre d e s  p o r e s  s o i t  i n f é r i e u r  à LAit6Yt-k monocytogenu, il r e t r o u v e  

les b a c t é r i e s  d a n s  l e  p l a c e n t a  dans  8  c a s  s u r  11. 

Dans une a u t r e  é t u d e  ( 6 5 ) ,  il o b t i e n t  s u r  m i l i e u  à l a  péni-  

c i l l i n e  e t  au g l y c o c o l l e  d e s  formes L d e  LdltUia monocytogeneh. 

3.8 S e n s i b i l i t é  aux b a c t é r i o p h a g e s  

La p r é s e n c e  de  phages dans  l e s  c u l t u r e s  de  1 h t ~ n - k  mono- 

cytogenu e s t  mentionnée p a r  SCHULTZ ( 1 3 9 ) ,  p u i s  pa r  SWORD (156) .  

Grace à l ' i r r a d i a t i o n  p a r  l e s  u l t r a - v i o l e t s ,  on a  pu i s o l e r  1 8  pha- 

g e s  à p a r t i r  de  1 2 1  souches .  Parmi eux,  c i n q  s o n t  suffisamment d i f -  

f é r e n t s  pour ê t r e  u t i l i s é s  à d e s  f i n s  de  typage.  

L ' é tude  de  l y s o t y p i e  f a i t e  p a r  AUDURIER ( 8 )  s u r  823 sou- 

c h e s  d e  L d t u i a  monocytogenu i s o l é e s  en  France  à l ' a i d e  d 'un  j eu  

de  20 b a c t é r i o p h a g e s  a  permis d ' é v a l u e r  l ' a c t i v i t é  l y t i q u e  d e s  pha- 

g e s  e t  l e u r  s p é c i f i c i t é  ; l e  s p e c t r e  l y t i q u e  d e  chaque phage e s t  en  

é t r o i t e  c o r r é l a t i o n  avec  l e  t y p e  s é r o l o g i q u e  d e  l a  souche lysogène 

don t  il prov ien t .  



C ' e s t  a i n s i  que l ' o n  a pu mettre en év idence  d e s  groupes  

cor respondan t  p resque  exactement aux s é r o t y p e s  de  PATERSON (116) ; 

avec c e  mode de  t y p a g e ,  il n ' e x i s t e  p a s  d e  r é a c t i o n s  c r o i s é e s  avec  

l e s  a u t r e s  b a c t é r i e s  (S t rep tocoques ,  Staphylocoques)  , comme c e l a  

s e  r e t r o u v e  dans  les  tests s é r o l o g i q u e s  (104 - 168 - 142) .  

WATSON e t  c o l 1  (163) o n t  i s o l é  un phage a p p e l é  L i1 /16  

l y s a n t  100 pl00 d e s  b a c t é r i e s  de  s é r o t y p a g e  1, 2 e t  4 e t  50 pl00 

de  t y p e  3. Les c u l t u r e s  du t y p e 3  s e m b l e n t ê t r e r é s i s t a n t e s  aux 

phages ( 6 5 ) .  Un sérum ant i -phage L 11/16 a é t é  p r é p a r é  chez d e s  

l a p i n s  e t  conjugué avec  l ' i s o t h i c c y a n a t e  de  f l u o r e s c e i n e .  Ce sérum 

a pu ê t r e  u t i l i s é  pour m e t t r e  e n  év idence  Lhtettia monocytogenu 

dans d e s  p r é p a r a t i o n s  t i s s u l a i r e s  provenant  de  s o u r i s  i n f e c t é e s .  

En e f f e t ,  l e s  a n t i c o r p s  ant i -phage marqués s e  f i x e n t  s u r  l e  phage 

L 11/16 absorbé  à l a  s u r f a c e  d e s  germes, les v i s u a l i s a n t  au m i -  

c roscope à f l u o r e s c e n c e  (164) .  

L ' é tude  d e s  c a r a c t è r e s  morphologiques,  physico-chimiques 

de c e s  phages  s e r a i t  d ' u n  a p p o r t  p r é c i e u x  pour l a  d i f f é r e n c i a t i o n  

des  souches  de  Lhte/tia monocy~ogenen (94) .  



CHAPITRE I I  : 

LES ANTIGENES DE LTSTERKA MUNUCYTOGENES 



LES ANTIGENES DE L l S 7 E R l A  MONOCYTOGENES 

1 STRUCTURE ANTIGENIQUE 

Les p r e m i e r s  t r avaux  e f f e c t u é s  s u r  l a  s t r u c t u r e  a n t i g é n i q u e  

d a t e n t  de  1935 p a r  SEASTONE (140) .  Cependant,  c e  s o n t  SCHULTZ e t  JU- 

LIANELLE (138 - 77) en 1938 e t  1939 respec t ivement  q u i  o n t  l e s  pre-  

m i e r s  suggéré  q u ' i l  y a v a i t  deux groupes  d i s t i n c t s  sérologiquement .  

Le p remie r  groupe f u t  dés igné  p a r  JULIANELLE L h . t & t k z  mono- 

cyitagenu de  t y p e  1 ou souche d e s  r o n g e u r s ,  l e  deuxième groupe L h & -  

tria mon0cy~ogene.A d e  t y p e  I I  ou souche d e s  ruminants.  

Les p remiè res  é t u d e s  a p p r o f o n d i e s  s u r  l a  s t r u c t u r v  a n t i -  

génique de  L i A t e t r h  monocgtogen~ o n t  é t é  f a i t e s  p a r  PATERSON (116)  

e n  1940, q u i  d i v i s e  l e  genre  L h ~ & t h  en q u a t r e  t y p e s  ( 1 ,  2 ,  3 e t  4 )  

e n  f o n c t i o n  d e s  a n t i g è n e s  somat iques  O e t  d e s  a n t i g è n e s  f l a g e l l a i r e s  

H. Les t y p e s  1, 3 e t  4 d i f f é r e n t  p a r  l a  r é p a r t i t i o n  de  l e u r s  f ac -  

t e u r s  O ( 1 ,  I I ,  I I I ,  IV, V ,  VI, VII, VI11 e t  IX) a l o r s  que l e  t y p e  2 

p r é s e n t e  un f a c t e u r  H f l a g e l l a i r e  q u i  l u i  est p r o p r e ,  l e  f a c t e u r  O.  

Les f a c t e u r s  somatique III  e t  f l a g e l l a i r e  B s o n t  communs 

à t o u s  l e s  t y p e s .  
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SEELIGER a d i v i s é ,  en  1958, l e  s é r o t y p e  4 en  t y p e  4 a  e t  

type  4b d ' a p r è s  les f a c t e u r s  somat iques  O e t  DONKER-VOET (35) tou- 

j o u r s  s e l o n  l ' a n t i g è n e  0 ,  s u b d i v i s e  l e  s é r o t y p e  4 en  4c ,  4d ,  4 e  

p u i s  en  t y p e  4f e t  4 g en f o n c t i o n  d e  l e u r s  p r o p r i é t é s  hémolyt iques  

(49) .  

E l l e  t r o u v e  quelques  d i f f é r e n c e s  au niveau d e s  a n t i g è n e s  

f l a g e l l a i r e s  d e s  s é r o t y p e s  1 et  3 q u ' e l l e  s u b d i v i s e  en  l a  e t  3a .  

Les s é r o t y p e s  ac tue l l ement  reconnus ,  avec  l e u r  formule  

a n t i g é n i q u e  e t  l e u r s  f a c t e u r s  s p é c i f i q u e s  s o n t  résumés dans  l e  

t a b l e a u  1, emprunté à SEELIGER (144) .  Hormis l e s  s é r o v a r s  q u i  f i -  

g u r e n t  sur ce t a b l e a u ,  d ' a u t r e s  combinaisons  d ' a n t i g è n e s  e x i s t e n t  

(41) mais l e u r  n a t u r e  d o i t  encore  ê t r e  é t u d i é e .  

On d i s t i n g u e  a c t u e l l e m e n t  17 s é r o t y p e s  d i f f é r e n t s  (144) 

auxquels  il f a u d r a i t  a j o u t e r  t r o i s  a u t r e s  e spèces  é t r o i t e m e n t  ap- 

p a r e n t é e s  à L h t u i a  monocytogenen, L & ; t u h  Gtrayi (143) ,  Lb5tezia 

mwvrayi ( 1 6 9 ) ,  L h Z m i a  deuti&tidican;l ( 1 4 3 ) ,  dont  l a  s t r u c t u r e  e s t  

encore  peu connue. 

Une comparaison d e s  deux g roupes  d é c r i t s  p a r  JULIANELLE 

(77) e t  d e s  t y p e s  d é c r i t s  p a r  PATERSON (116) montre que l e  groupe 

"ruminant" co r respond  au type  4.  



Les c o n c l u s i o n s  que t i r a  JULIANELLE s o n t  e x p l i c a b l e s  s i  

l ' o n  r e g a r d e  l ' o r i g i n e  d e s  souches  q u ' i l  a  é t u d i é e s .  Les s o u c h e s d e s  

r o n g e u r s  o n t  é t é  i s o l é e s  de  l a p i n s  e t  cobayes p a r  MURRAY (102) en 

A n g l e t e r r e  e t  d ' u n  g e r b i l l e  p a r  PIRIE (121) en  Af r ique  du sud.  Les 

souches  de  ruminants  de  P I R I E  v i e n n e n t  d e s  U.S.A. Des t y p a g e s  ré -  

c e n t s  d ' u n  grand nombre de  c u l t u r e s  montrent  que l e  t y p e  1 (ron-  

g e u r s )  e s t  prédominant en Europe e t  en  Af r ique ,  a l o r s  que l e  type  

4 ( ruminan t )  e s t  p l u s  impor tan t  aux U.S.A. (35). E t a n t  donné l e  

nombre l i m i t é  d e s  souches  s u r  l e q u e l  il t r a v a i l l a ,  on comprend 

f a c i l e m e n t  s e s  c o n c l u s i o n s  e r r o n é e s .  

A c 8 t é  d e  c e s  a n t i g è n e s  s p é c i f i q u e s  de  t y p e ,  on a  i s o l é  

un f a c t e u r  commun à l a  p l u p a r t  d e s  b a c t é r i e s  Gram p o s i t i f  : l ' a n -  

t i g è n e  d e  R A N T Z  (128) .  

II  L 'ANTIGENE DE RANTZ 

C ' e s t  un a n t i g è n e  d e  composi t ion chimique indé te rminée  

e t  p r é s e n t  dans  l e s  s u r n a g e a n t s  d e  c u l t u r e s  d e  p l u s i e u r s  t y p e s  de  

b a c t é r i e s  ; S&zepitococcuA du groupe D ,  S R a p h q . 4 ? o c o ~ ~ ~  aLLtreuA, &t- 

ci-!2& nub.til& ; il e s t  également p r o d u i t  p a r  l e s  S t rep tocoques  

d e s  groupes  A ,  8 e t  C ,  S&eptococcun v h i d a n n ,  S;t.lcepitococc~ pneu- 

mavciac) (142).  



Les dosages de cet antigène ont montré qu'il est quanti- 

tativement plus élevé dans les cultures de Lhtenia en bouillon 

que dans les cultures sur gélose (104). 

Cet antigène est capable de sensibiliser des hématies 

fraîches et de les rendre agglutinables par un s6rum immun-anti 

antigène de RANTZ (128) ; son manque de spécificité l'a fait nom- 

mer antigène hétérologue. La présence de l'antigène de RANTZ dans 

toutes les souches de Lhtuia monocy.togenu a été montrée par 

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

Cet antigène est à la base des réactions croisées entre 

L.iAtuia monocytogeneA et Staphylocoques ; ce qui fut largement 

démontré par SEELIGER (141) et WELSHIMER (168). Cependant, PEASE 

et coll (119) rapportent que les réactions croisées entre 1~tUc-b 

monocytogenu et Ehy~ipelo-thix ne sont pas dues à l'antigène de 

RANTZ. 

III LES SUBSTANCES A CARACTERE ANTIGENIQUE SECRETEES PA8 LA BACTERIE 

Les substances produites par L&tuk monacyXogenu, ayant 

un effet toxique sur l'organisme peuvent, schématiquement, se divi- 

ser en deux groupes : 

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



3.1  Subs tances  t o x i q u e s  e x t r a c e l l u l a i r e s  

I l  s ' a g i t ,  généra lement ,  de  s u b s t a n c e s  s o l u b l e s .  

a )  P roduc t ion  d 'hémolys ine  ....................... 

La p l u p a r t  d e s  souches  de  L a u i a  monocytogenu é l a b o r e n t  

une hémolysine s é c r é t é e  dans  l e  m i l i e u  e x t é r i e u r  p a r  le  germe au 

c o u r s  d e  l a  phase  e x p o n e n t i e l l e  de  s a  c r o i s s a n c e  (130) .  

L'hémolysine e s t  une s u b s t a n c e  s o l u b l e ,  f i l t r a b l e ,  a c t i v e  

s u r  l a  p l u p a r t  d e s  g l o b u l e s  rouges  d e s  mammiféres ( s o u r i s  e t  l a p i n ) .  

De nombreux c h e r c h e u r s  o n t  é t u d i é  l a  s é c r é t i o n  i n  v i t r o  

de  l ' h é m o l y s i n e ,  l e s  p r i n c i p a u x  f a c t e u r s  i n f l u e n ç a n t  son  a c t i v i t é ,  

e t  s a  c i n é t i q u e  d ' a c t i o n ,  a i n s i  que son c a r a c t è r e  a n t i g é n i q u e .  

G I R A R D  e t  c o l 1  (56)  démontrent  que c e t t e  s u b s t a n c e  e s t  

p r é c i p i t a b l e  p a r  une s o l u t i o n  de  s u l f a t e  d'ammonium à 60 pl00 ; 

c e t t e  f r a c t i o n  p r o t é i q u e  " l ' e u g l o b i n e "  poss&de l ' a c t i v i t é  hémoly- 

t i q u e ,  e t  migre  en e l e c t r o p h o r è s e  avec  l e s  \ b g l o b u l i n e s .  C e t t e  

s u b s t a n c e  e s t  douée d ' u n  pouvoir  c y t o t o x i q u e  pour l e s  macrophages 

de  l a  s o u r i s  (165) ,  mais l e s  d o s e s  n é c e s s a i r e s  pour o b s e r v e r  c v s  

e f f e t s  s o n t  t r è s  é l e v é e s  e t  c e r t a i n e m e n t  jamais  a t t e i n t e s  i n  v ivo  

(87) .  



E l l e  e s t  t h e r m o l a b i l e ,  p r é s e n t e  une c i n é t i q u e  d e  l y s e  

é r y t h r o c y t a i r e  (56)  comparable à l a  s t r e p t o l y s i n e  O p r o d u i t e  p a r  

c e r t a i n s  S t r e p t o c o q u e s  d e s  groupes  A ,  C e t  G.  

SIDDIQUE (1471, q u i  é t u d i a  p a r t i c u l i é r e m e n t  c e t t e  subs- 

t a n c e  a i s o l é  deux f r a c t i o n s  : 

- l ' u n e  e s t ' r e s p o n s a b l e  de  l ' a c t i v i t é  hémolytique e t  throm- 

b o l y t i q u e  i n  v i t r o  : 

- l ' a u t r e  a une a c t i o n  mix te  DPNase e t  TPNase, c ' e s t  à d i r e  

q u ' e l l e  d é t r u i t  l e s  diphospho e t  les t r iphosphopyr id ine -nuc léo t ides .  

I n a c t i v é e  l en tement  à 37O C ,  c e t t e  f r a c t i o n  r é s i s t e  15 minu tes  à une 

t empéra tu re  d e  100° C ; e l l e  a un maximum d ' a c t i v i t é  pour un pH 

compris e n t r e  6 , 8  e t  7 , 4  ; e l l e  est i n a c t i v é e  pa r  l 'oxygéne e t  

r é a c t i v é e  p a r  l a  c y s t é i n e .  

JENKINS (76)  o b t i e n t  une augmentat ion d e  l ' a c t i v i t é  hémo- 

l y t i q u e  a p r è s  p u r i f i c a t i o n  de  l ' h é m o l y s i n e  p a r  a d s o r p t i o n  e t  é l u t i o n  

à p a r t i r  d e  g e l  de  phosphate  de  ca lc ium ( h y d r o x y a p a t i t e )  comme l ' a  

f a i t  HERBERT e t  c o l 1  (69)  pour l ' h é m o l y s i n e  du S t rep tocoque  du grou- 

pe A. 

P l u s  récemment SEELIGER (146) a r r i v e  à l a  c o n c l u s i o n  que 

l ' h é m o l y s i n e  p u r i f i é e  du s é r o v a r  5 e s t  t h e r m o l a b i l e  e t  montre une 

tendance v e r s  l a  p r o t é o l y s e  i n i t i é e  p a r  l a  t r y p s i n e  e t  l a  pronase .  



Testée c o n t r e  l e s  é r y t h r o c y t e s  de  d i f f é r e n t e s  e s p è c e s  

d 'animaux, e l l e  montre une v a r i a b i l i t é  hémolytique c o n s i d é r a b l e ,  

avec  que lques  d i f f é r e n c e s  dans  l a  s e n s i b i l i t é  d e s  hémat ies  ( c e l -  

les du s i n g e  e t  du cheva l  s o n t  les p l u s  s e n s i b l e s ) .  

Le c a r a c t è r e  a n t i g é n i q u e  d e  l ' h é m o l y s i n e  e s t  démontré 

chez  l e  l a p i n  (146)  p a r  l a  n e u t r a l i s a t i o n  d e  l ' hémolyse  p a r  l ' a n -  

t i -sérum homologue, e f f e c t u é e  s u r  g é l o s e  au sang,  e t  a u s s i  p a r  l a  

mise e n  év idence  d ' a n t i c o r p s  ant i -hémolysine  p a r  l a  t e c h n i q u e  

E. L. 1. S. A. ( Enzyme-Linked-Immunosorbent-Assay ) . 

Des a u t e u r s  (56 - 76) o n t  m i s  au p o i n t  un test d e  dépis-  

t a g e  de  l ' a n t i - h é m o l y s i n e  dans  les sérums s u r  l e  modèle d e  l a  r e -  

c h e r c h e  de  l ' a n t i s t r e p t o l y s i n e  0 ,  d a n s  l e s  i n f e c t i o n s  s t r e p t o c o c -  

c iques .  C e t t e  r é a c t i o n  n ' e s t  p a s  f i a b l e  pu i sque  l ' a c t i v i t é  hémo- 

l y t i q u e  peu t  ê t r e  f a i b l e  ou i n e x i s t a n t e  (167) dans  d e s  cas de  

l i s t é r i o s e  conf i rmée.  

b )  Une a u t r e  t o x i n e  e x t r a c e l l u l a i r e  ................................ 

Elle a é t é  mise en év idence  (152 -88) dans l e  f i l t r a t  d e s  

c u l t u r e s  de  i b t u i a  monacytagena. C e t t e  t o x i n e  provoque, chez l e  

l a p i n ,  d e s  l é s i o n s  hémorragiques l o c a l e s  3 h e u r e s  a p r é s  i n o c u l a t i o n  

in t radermique .  Après 1 8  h e u r e s ,  c e s  l é s i o n s  se t ransyorment  en 



n é c r o s e s  i d e n t i q u e s  à c e l l e s  provoquées p a r  une c u l t u r e  v i v a n t e  d e  

LAtwkt monocgltagenu. Enf in ,  ce même f i l t r a t  t u e  les  s o u r i s  24 à 

48 h e u r e s  a p r è s  i n o c u l a t i o n  i n t r a p é r i t o n é a l e .  

3.2 Subs tances  t o x i q u e s  d e  l a  c e l l u l e  b a c t é r i e n n e  

I l  s ' a g i t  de  s u b s t a n c e s  q u i  f o n t  p a r t i e  d e  l a  c e l l u l e  de  

L L s t ~ k  monocgtogen&5 e t  q u i  ne  s o n t  l i b é r é e s  q u ' a p r è s  l a  l y s e  de  

c e l l e - c i .  

- Le f a c t e u r  r e s p o n s a b l e  de  l a  monocytose (MPA : "monc- 

cytosis-producing-agent" ) de  STANLEY (154) a  f a i t  1 ' o b j e t  de  nom- 

b r e u s e s  recherches .  Son a c t i o n  s u r  l e s  monocytes du s a n g  (augmen- 

t a t i o n  du t a u x  normal d ' e n v i r o n  6  000 f o i s )  s a n s  augmentat ion no- 

t a b l e  du nombre d e s  a u t r e s  l e u c o c y t e s  (651,  a  t o u t  d e  s u i t e  é v e i l l é  

l ' i n t é r ê t  d e s  h i s t o l o g i s t e s  q u i  o n t  vu,  dans  c e t t e  p r o p r i é t é ,  un 

fo rmidab le  moyen pour l ' é t u d e  d e s  o r i g i n e s  e t  du développement d e s  

monocytes (65). 

C e t t e  monocytose ne semble p a s  ê t r e  dé te rminée  uniquement 

p a r  l a  b a c t é r i e .  La n a t u r e  de  l ' h a t e  joue ,  également ,  un r81e i m -  

p o r t a n t  quan t  à l a  m a n i f e s t a t i o n  du phénomène. Ains i  d a n s  l a  lis- 

t é r i o s e  humaine, l ' a u g m e n t a t i o n  d e s  monocytes r e s t e  e x c e p t i o n n e l l e  

t a n d i s  que,  dans  l a  l i s t é r i o s e  an imale ,  e l l e  e s t  c o n s t o n t e  chez  l e s  



animaux monogast r iques  a l o r s  q u ' e l l e  n ' e s t  pra t iquement  j amais  

r e t r o u v é e  chez  les ruminants  ( 6 5 ) .  On n o t e  une d i f f é r e n c e  s i m i -  

l a i r e  d a n s  l e  mode d ' e x p r e s s i o n  c l i n i q u e  de  l a  maladie s u i v a n t  

l ' h b t e ,  l a  l i s t 6 r i o s e  i n d u i s a n t  l e  p l u s  souvent  une s e p t i c é m i e  

chez l ' a n i m a l  monogast r ique,  une e n c é p h a l i t e  chez les ruminants  

(62) .  

Du p o i n t  de  vue chimique,  MPA e s t  un phospho l ip ide  q u i  

semble s e  s i t u e r  au niveau de  l a  membrane cytoplasmique ( 8 0 ) .  Son 

pouvoir  d ' i n d u c t i o n  de  l a  monocytose p a r a î t  ê t r e  l i é  à l a  f r a c -  

t i o n  monoglycéride.  

L ' a n a l y s e  chimique r é v è l e  que ,  en dehors  de  l a  p a r t i e  

l i p i d i q u e ,  l e s  e x t r a i t s  de  MPA c o n t i e n n e n t  0 ,97 à 5 pl00 d 'hy-  

d r a t e s  de  ca rbone ,  1 , 3 7  à 1 , 4 9  p l00  d e  p r o t é i n e s .  

Les l i p i d e s  contenus  dans  l e s  e x t r a i t s  de  MPA s o n t  de  

n a t u r e  g l y c é r i d i q u e ,  g l y c o l i p i d i q u e  e t  phospha t idy l -cho l ine .  Le 

MPA semble a f f e c t e r  l e  métabolisme d e s  s t é r o ï d e s .  

GALSWORTHY (55) s é p a r e  p a r  les méthodes chromatogra- 

ph iques  de  f i l t r a t i o n  s u r  g e l  e t  d  ' échange d  ' i o n s  (DEAE-cellulose) 

l e  f a c t e u r  MPA e n  deux f r a c t i o n s  q u i  o n t  deux a c t i v i t é s  d i f f é -  

r e n t e s  : l ' u n e  r e s p o n s a b l e  de  l a  monocytose e t  de  l ' augmenta t ion  

de  l a  r éponse  humorale à p l u s i e u r s  a n t i g è n e s ,  l ' a u t r e  r e s p o n s a b l e  



d ' u n  e f f e t  i m u n o s u p p r e s s i f .  

JEAGER e t  MYERS (73)  o n t  d é c r i t  un a n t i g è n e  de  s u r f a c e ,  

ou d e  type  " L u  r e n c o n t r é  s u r t o u t  dans  les c u l t u r e s  à b a s s e  tempé- 

r a t u r e .  L ' a n t i g è n e  L est d é t r u i t  p a r  e x t r a c t i o n  au ch lo ro forme  ; 

p a r  c o n t r e  d e s  e x t r a c t i o n s  à l ' é t h e r  d e  cet a n t i g è n e  donnent un 

p r o d u i t  l a i t e u x  q u i  r é a g i t  avec  l e  sérum a n t i - E ~ c h ~ i c h &  CO& K8, 

e t  q u i  i n d u i t  une monocytose chez  l a  s o u r i s  (65) semblable  à c e l l e  

i n d u i t e  p a r  l e  f a c t e u r  de  STANLEY (154) c i t é  précédemment. 

- PATOCKA e t  c o l 1  (117) o n t  obtenu s o u s  l ' e f f e t  d ' u n e  

d é s i n t é g r a t i o n  chimique ( l y s e  à l ' a i d e  d ' u n e  s o l u t i o n  de  glyco- 

c o l l e )  e t  mécanique d e  c u l t u r e s  v i r u l e n t e s  de  L&ltU& monocq&- 

g e n u  une s u b s t a n c e  d i f f é r e n t e  d e  c e l l e  de  JEAGER e t  MYERS mais 

q u ' i l s  o n t  a p p e l é  également s u b s t a n c e  L (118) .  C e t t e  s u b s t a n c e  

L ,  r i c h e  en  p r o t é i n e s  r é v é l é e s  p a r  immunoélectrophorése bidimen- 

t i o n n e l l e ,  possède une a c t i v i t é  b i o l o g i q u e  f o r t  augmentée p a r  

p r é c i p i t a t i o n  au s u l f a t e  d'ammonium ; i n j e c t é e  au l a p i n  p a r  v o i e  

i n t r a d e r m i q u e ,  e l l e  provoque d e s  r é a c t i o n s  d ' é ry thème  ou p o i n t  

d ' i n o c u l a t i o n  t r o i s  à q u a t r e  j o u r s  a p r è s  l ' i n j e c t i o n .  L'examen 

h i s t o p a t h o l o g i q u e  r é v è l e  une r é a c t i o n  in f l ammato i re  avec  un 

g rand  nombre d ' é o s i n o p h i l e s  e t  d e  mononucléaires.  C e t t e  s u b s t a n c e  

a c c r o i t  ne t t ement  l e  pouvoir  i n f e c t i e u x  de  LhtUia monocytogenea 

à l ' é g a r d  d e  l a  s o u r i s .  



D ' a u t r e s  s u b s t a n c e s  t o x i q u e s  (95 - 133)  o n t  pu ê t r e  

i s o l é e s  de  l a  p a r o i  de  1hZUc.k monocrjXogenC4. Tout récemment 

M ' A R A  (92)  a  démontré l ' e x i s t e n c e  d ' u n e  endotoxine  p a r  e x t r a c -  

t i o n  au phénol  à p a r t i r  d e  c u l t u r e s  b a c t é r i e n n e s  de  L h t ~ k  

monocgtogen4n s u i v i e  d ' u n e  u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  e t  d ' u n e  chroma- 

t o g r a p h i e  s u r  Sépharose.  C e t t e  endo tox ine  e s t  de  n a t u r e  l i p o -  

peptidopolysaccharidique. 

IV LES ANTIGENES DE PAROI ET LEURS PROPRIETES BIOLOGIQUES 

Des t ravaux  (22 - 23 - 11 - 82 - 134) é t u d i e n t  l e s  

p r o p r i é t é s  b i o l o g i q u e s  d e s  e x t r a i t s  de  p a r o i  d e  L h t b t h  

monocgtogenu . 

RODRIGUE2 (134)  o b t i e n t  une p r o t e c t i o n  d e s  s o u r i s  

c o n t r e  d e s  d o s e s  l é t h a l e s  d e  Lbtmia, en i n j e c t a n t  un e x t r a i t  

d e  p a r o i  p r é p a r é  pa r  t r a i t e m e n t  aux u l t r a s o n s  e t  c e n t r i f u g a t i o n  

d i f f é r e n t i e l l e .  L ' e x t r a i t  a n t i g é n i q u e  de  p a r o i  a c t i v e  les  macro- 

phages  e t  f a v o r i s e  l a  phagocytose  d e s  b a c t é r i e s  i n f e s t a n t e s  (82) ; 

s o n  e f f e t  se t r a d u i t  p a r  l a  s y n t h è s e  d ' a n t i c o r p s  opsoniques  e t  

c y t o p h i l e s  , I l  c o n f è r e  une r é s i s t a n c e  q u i  e s t  d ' a u t a n t  p l u s  i m -  

p o r t a n t e  q u ' i l  est i n j e c t é  en même temps qu 'un a d j u v a n t ,  l ' e n d o -  

t o x i n e  l i p o p o l y s a c c h a r i d i q u e  de  S d e n o n e f i ,  p a r  exemple. Le méca- 

nisme p a r  l e q u e l  c e t  a n t i g è n e  i n d u i t  c e t t e  r é s i s t a n c e  n ' e s t  pas  

connu. 



KLASKY ( 8 2 )  dans  l ' e s p o i r  d ' e x p l i q u e r  c e t t e  immunité e t  

d ' i d e n t i f i e r  l'immunogène s p é c i f i q u e  de  LiAtenia monocy.togenu, 

i s o l e  une f r a c t i o n  a n t i g é n i q u e  e x t r a i t e  de  p a r o i  de  LiAtwia p a r  

t r a i t e m e n t  d e s  germes à l a  "French-press" e t  c e n t r i f u g a t i o n  d i f -  

f é r e n t i e l l e .  S e u l e  l a  p a r t i e  p r o t é i q u e  e s t  immunogène chez  l a  sou- 

ris e t  est  capab le  d ' i n d u i r e  une r é s i s t a n c e  à l ' é g a r d  d e  l ' i n f e c -  

t i o n  c e  q u i  conf i rme l e s  t r avaux  d e  CAMPBELL (22) .  S e u l  un c l i v a g e  

p e p t i d i q u e  p a r  a c t i o n  d e  l a  t r y p s i n e  i n a c t i v e  l a  f r a c t i o n  p r o t é i q u e .  

BAKER (11)  t r a v a i l l e  s u r  les e x t r a i t s  a n t i g é n i q u e s  de  

p a r o i  d e  L h t u i a  manacyzbgenej p r é p a r é s  d a n s  les memes c o n d i t i o n s  

que CAMPBELL (22 ) .  Ces e x t r a i t s  a n t i g é n i q u e s  s o n t  p u r i f i é s  p a r  

t r o i s  p rocédés  enzymat iques  s u c c e s s i f s  ( t r a i t e m e n t  à l a  p ronase ,  

t r y p s i n e  e t  désoxyr ibonuc léase ) .  Ces a n t i g è n e s  augmentent l a  v i -  

r e l e n c e  du germe e t  diminuent l a  r é s i s t a n c e  d e  l a  s o u r i s  p r é a l a -  

blement i n f e c t é e  p a r  L h t u i a  monocy&genu. 

Ces e x t r a i t s  p u r i f i é s  possèdent  un e f f e t  analogue au 

f a c t e u r  d é c r i t  p a r  SILVERMAN (148) .  Ce d e r n i e r  semble ê t r e  l ' u n  

des  f a c t e u r s  r e s p o n s a b l e s  de  l a  v i r u l e n c e  e t  du pouvoir  i n f e c -  

t i e u x  d e  L ~ t ~ i u  monocqtogenu. 

Cependant, dans  d  ' a u t r e s  t r a v a u x ,  CAMPBELL (22)  démontre 

qu'au moins une f r a c t i o n  de  l a  p a r o i  a g i t  d i rec tement  s u r  l e s  lym- 

phocytes  B e t  f a v o r i s e  l e u r  d i v i s i o n  e t  l a  p roduc t ion  d ' a n t i c o r p s .  



JAIN ( 7 4 )  é t e n d a n t  son é t u d e  s u r  l a  s t r u c t u r e  a n t i g é n i q u e  

à t o u s  les s é r o t y p e s  de  Lhtmia  rnonocy.togene-5 o b t i e n t  p l u s i e u r s  

f r a c t i o n s  a n t i g é n i q u e s  p a r  d i f f é r e n t e s  e x t r a c t i o n s  : à l ' a c é t o n e ,  à 

l a  soude,  e t  p r é c i p i t a t i o n  à l ' a c i d e  t r i c h l o r a c é t i q u e .  Ces f r a c -  

t i o n s  s o n t  c o n s t i t u é e s  d ' h y d r a t e s  d e  carbone e t  de  p r o t é i n e s  q u i  

s o n t  fo r t ement  a n t i g é n i q u e s  e t  donnent 5 bandes de  p r é c i p i t a t i o n  

l o r s q u ' e l l e s  s o n t  t e s t é e s  v i s  à v i s  d e s  sérums homologues e n  i m -  

munodif fus ion s u r  g e l .  

COOPER e t  c o l 1  (28) o b t i e n n e n t  16  f r a c t i o n s  à p a r t i r  

d ' u n e  souche s é r o t y p e  5 p a r  p r é c i p i t a t i o n  au s u l f a t e  d'ammonium 

e t  e x t r a c t i o n  au chloroforme.  7  de  ces f r a c t i o n s  o n t  une a c t i o n  

a b o r t i v e  chez l a  s o u r i s .  Les 16  f r a c t i o n s  a n t i g é n i q u e s  possèdent  

un pouvo i r  immunogène ( p r o d u c t i o n  f a i b l e  d ' a g g l u t i n i n e  e t  produc- 

t i o n  f o r t e  de  p r é c i p i t i n e  chez  l e  l a p i n ) .  



CHAPITRE III : 

POUVOIR PATHOGENE DE LISTERIA MUNUCY TOGENES 



POUVOIR PATHOGENE DE LlSER7A 

1 POUVOIR PATHOGENE EXPERIMENTAL 

Cobaye, souris et lapin sont les animaux les plus utilisés 

pour cette étude ; l'effet obtenu après infection expérimentale dé- 

pend de l'espèce et de l'age de l'animal, de la souche utilisée, de 

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

L'injection intrapéritonéale d'une souche virulente, à 

dose suffisante provoque chez la souris une septicémie mortelle. 

A l'autopsie, on trouve des lésions nodulaires dans tous les vis- 

cères, 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. L&Xuiia monocy~ogeneA est 

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

L'instillation conjonctivale entraîne chez l'animal une 

kérato-conjonctivite avec oedème des paupières, suppuration et forte 

purulence de l'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 dlANTON 

(2) * 



En p r a t i q u e ,  c e  t e s t  c o n s i s t e  s o i t  à déposer  s u r  l a  co rnée  

une ou deux g o u t t e s  d e  b o u i l l o n  d e  c u l t u r e  d e  24 h e u r e s ,  s o i t  à f r i c -  

t i o n n e r  l a  c o n j o n c t i v e  avec  un é c o u v i l l o n  trempé dans  l a  c u l t u r e  de  

germes. La k é r a t o - c o n j o n c t i v i t e  commence en moins d e  48 h e u r e s  e t ,  

dans  l e  p u s  qu i  s ' é c o u l e ,  on r e t r o u v e  fac i l ement  le  b a c i l l e .  

La con tamina t ion  du t r a c t u s  r r s p i r a t o i r e  p a r  d e s  a é r o s o l s  

d e  suspens ion  b a c t é r i e n n e  dé te rmine  chez  l a  s o u r i s  d e s  m a n i f e s t a t i o n s  

l é t h a l e s  de  type broncho-pneumonie ou de  s e p t i c é m i e  ( 7 9 ) .  

Le pouvoir  pathogène expér imenta l  chez  l ' a n i m a l  g r a v i d e  e s t  

peu u t i l i s é  du p o i n t  d e  vue du d i a g n o s t i c ,  mais c e  c a s  e s t  i n t é r e s s a n t  

à c o n s i d é r e r  pour l ' é t u d e  pathogénique.  La maladie  expér imenta le  r e -  

p r o d u i t  souvent c e  que l ' o n  obse rve  en p a t h o l o g i e  humaine ; i n t e r r u p -  

t i o n  d e  g r o s s e s s e  p l u s  ou moins t a r d i v e ,  mort-nés,  ou i n f e c t i o n s  néo- 

n a t a l e s .  

II LE POUVOIR PATHOGENE CHEZ L'HOMME 

La v i r u l e n c e  de  Lhtm& rnonocqOgeneA f a i t  i n t e r v e n i r  l e s  

t o x i n e s  e n  p a r t i c u l i e r  l ' hémolys ine .  Mais les t r a v a u x  (87) o n t  cher-  

ché  à p r é c i s e r  s i  l e  pouvoir  pathogène é t a i t  l i é  à l a  v i r u l e n c e  de  

L i A t e t e h  monocqtogenen e t /ou  à 1 ' é t a t  physio-pathologique d e  1 ' h a t e .  



Lht~k monocytogenen e s t  q u a l i f i é e  de  germe " o p p o r t u n i s t e "  

devenant pathogène chez  l'homme q u i  p r é s e n t e  un t e r r a i n  p réd i sposé .  

Se lon  GRAY e t  KILLINGER (65)  un nombre a s s e z  impor tan t  de  malades 

a t t e i n t s  d e  l i s t é r i o s e  p r é s e n t e  une a f f e c t i o n  p r é a l a b l e  ( d i a b è t e ,  

maladies  n é o p l a s i q u e s ,  a f f e c t i o n s  h é p a t i q u e s ,  c i r r h o s e s ) .  Les t rai-  

tements  immuno-supresseurs, c o r t i c o l d e s  c o n s t i t u e n t  une cause  f a -  

v o r i s a n t e  e s s e n t i e l l e  d e  l a  l i s t é r i o s e  d e  l ' a d u l t e .  La l i s t é r i o s e  

e s t  a i n s i  devenue une compl ica t ion  r e d o u t a b l e  e t  q u a s i - c l a s s i q u e  d e  

l a  p a t h o l o g i e  d e s  g r e f f e s  d ' o r g a n e s ,  c e s  s u j e t s  r e c e v a n t  h a b i t u e l -  

lement de  t e l s  t r a i t e m e n t s ,  e t  ceci d e  façon  prolongée (24 - 159 - 
109) .  

P a r  a i l l e u r s  l a  l i s t é r i o s e  peu t  s u r v e n i r  au c o u r s  d e s  é t a t s  

phys io log iques  s u i v a n t s  : - nouveau-né 

- g r o s s e s s e  

- v i e i l l a r d  

Tous c e s  é t a t s  q u ' i l s  s o i e n t  pa tho log ique ,  t h é r a p e u t i q u e s  

ou phys io log iques  c o - e x i s t e n t  avec  une i n s u f f i s a n c e  d e s  dé fenses  

immuni ta i res  du s u j e t  ( 5 2 ) .  Les m a n i f e s t a t i o n s  pa tho log iques  engen- 

d r é e s  p a r  Lhtenia monocytogenu s o n t  t r è s  d i v e r s e s  e t  se p r é s e n t e n t  

s o i t  comme d e s  i n f e c t i o n s  g é n é r a l i s é e s  s e p t i c é m i a u e s ,  s o i t  comme d e s  

i n f e c t i o n s  l o c a l i s é e s ,  ou encore  i n f e c t i o n s  i n a p p a r e n t e s  (52) .  



L & t e i t i a  monocytogenc?n possède un c e r t a i n  t r o p i s m e  pour 

l e  sys tème nerveux,  l e  système r é é i c u l o - e n d o t h é l i a l  e t  l ' a p p a r e i l  

g é n i t a l  (110) c e  q u i  e x p l i q u e  que les formes c l i n i q u e s  d ' o r i g i n e  

o b s t é t r i c a l e  s o i e n t  s i  f r é q u e n t e s  (162) .  



LA LISTERIOSE DE LA FEMME ENCEINTE 

La l i s t é r i o s e  de l a  femme e s t  importante à connaître 

en raison de son retentissement sévère sur l e  foetus (43) ou l e  

nouveau-né. Mais e l l e  e s t  souvent d i f f i c i l e  à diagnostiquer (37) 

chez l a  mère, où l e s  tableaux aigus (méningites e t  septicémies) 

sont rares ,  a l o r s  que l e s  formes la ten tes  ou inapparentes (52) 

sont beaucoup plus fréquentes. 

I l  semble que l a  femme enceinte s o i t  prédisposée à l ' i n -  

fection l i s tér ienne.  De nombreux auteurs (40) en e f f e t ,  estiment 

que l a  fréquence de l a  l i s t é r i o s e  e s t  plus importante au cours de 

l a  grossesse que chez l a  femme normale. Cette fréquence peut avoir 

unedoubleorigine : 

- s o i t  l a  mère présente une infection chronique, inapparznte, 

réactivée par l a  grossesse ; 

- s o i t  l a  grossesse e s t  un Facteur prédisposant pour Lhtenia 

monocy-togenu. 

S i  on se réfère  à l 'expérimentation animale, il semble 

que l a  deuxième hypothèse s o i t  retenue, car dans l a  plupart des 



c a s  (chez l a  l a p i n e  ou chez  l a  b r e b i s )  une dose  s a n s  e f f e t  c l i n i q u e  

s u r  l e  male ou l a  l a p i n e  non g r a v i d e  provoque l o r s q u e  l ' a n i m a l  e s t  

e n  c o u r s  d e  g e s t a t i o n ,  un avor tement  ou l a  n a i s s a n c e  d'animaux ma- 

l a d e s .  En f a i t ,  il s e m b l e r a i t  p l u t ô t  que l a  g r o s s e s s e  r é v h l e  une 

i n f e c t i o n  q u i  s i n o n  s e r a i t  r e s t é e  inapparen te .  

1 MANIFESTATIONS CLINIQUES CHEZ LA FEMME ENCEINTE 

La méning i t e  a i g u ë  r e s t e  e x c e p t i o n n e l l e  dans  l a  l i t t é -  

r a t u r e  : SEELIGER (142) r a p p o r t e  un c a s ,  c e l u i  d ' u n e  p r i m i p a r e  

a t t e i n t e  d e  méning i t e  a iguë .  

Les s e p t i c é m i e s  s o n t  p l u s  f r é q u e n t e s  r é a l i s a n t  un syndrome 

i n f e c t i e u x  a i g u ,  f i é v r e ,  f r i s s o n s  (20 - 72 - 1 8 ) .  Ces deux c a s  s o n t  

a s s e z  r a r e s  (155) .  

Les formes apparemment b a n a l e s  s o n t  p l u s  f r é q u e n t e s  ; e l l e s  

p a s s e n t  i n a p e r ç u e s ,  ne s e  r é v é l a n t  que pa r  l e u r s  conséquences s u r  

l ' é v o l u t i o n  d e  l a  g r o s s e s s e  ; t o u t  au p l u s  peut-on n o t e r  un ép i sode  

i n f e c t i e u x ,  d e  t y p e  g r i p p a l ,  ne d u r a n t  que 24 à 48 heures .  L ' ép i scde  

f é b r i l e  s u r v i e n t  s o i t  au c o u r s  de  l a  g r o s s e s s e  e n t r e  l e  5ème e t  l e  

8ème mois e t  il e s t  a l o r s  souven t  n é g l i g é ,  s o i t  au c o u r s  d 'un  deu- 

xième é p i s o d e  j u s t e  avan t  ou l o r s  de  l ' accouchement ,  q u i  e s t  l e  p l u s  



souvent prématuré. D 'au t res  symptames peuvent se v o i r  au cours de 

l a  grossesse : 

- des signes génitaux, notamment leucorrhées (37) ; 

- des signes u r i n a i r e s  : s o i t  c y s t i t e ,  s o i t  pyelonéphr i te  ; 

- des signes d i g e s t i f s  : diarrhées légères, gas t ro -entér i tes  

banales avec vomissements (29) ; 

- des signes rhinopharyngés ou oculo-glandulaires. 

D'une façon générale t o u t e  l a  symptomatologie de l a  l i s -  

t é r i o s e  chez l a  femme enceinte d i s p a r a i t  après l'accouchement ou 

l 'avor tement  (18). 

II LES CONSEQUENCES DE LA LISTERIOSE MATERNELLE 

Contrastant avec l ' é t a t  bénin h a b i t u e l  de l ' i n f e c t i o n  

maternel le ,  l e s  conséquences ovu la i res  sont redoutables (72). Selon 

l a  date de l a  contaminat ion de l a  femme, e t  ses p o s s i b i l i t é s  de dé- 

fense na tu re l l e ,  l a  grossesse e s t  a r rê tée  p lus  ou moins précocément 

ou évolue jusqu'a terme. 

L'avortement su rv ien t  préférent ie l lement  au cours du 2ème 

t r i m e s t r e  de l a  grossesse (16). Il e s t  f é b r i l e  ou précédé de quelques 

j ou rs  par un épisode pseudo-grippal. GRAY (65) rapporte un cas d 'avor-  

tement p lus  précoce survenu au cours du 2ème mois de l a  grossesse. 



L'accouchement prématuré e s t  souvent f é b r i l e  l u i  auss i  ou 

précédé des symptômes dé jà  d é c r i t s  l o r s  de l a  l i s t é r i o s e  maternel le .  

L 'enfant  n a i t  souvent a t t e i n t .  L'accouchement peut ê t r e  à terme avec 

ou sans f i è v r e .  Le foetus peut ê t r e  mort  i n  utéro,  ce de rn ie r  cas 

pouvant su rven i r  à n ' importe quel  terme (43 - 72). Le foe tus  peut 

ê t r e  expulsé mort, p a r f o i s  macéré. 

III MODE DE CONTAMINATION DE LA FEMME ENCEINTE 

La femme enceinte se contamine pendant l a  grossesse de 

m u l t i p l e s  façons ( i nges t i on  d ' a l iments insuffisamment c u i t s ,  etc.. . ) . 
E l l e  se contamine comme l 'ensemble de l a  popu la t ion  : un schéma p u b l i é  

par MAUPAS (94) permet de résumer l ' ép idémio log ie  de Lh.?%tia monocy- 

t o g e n u , q u i , i l  f a u t  b ien  l e  reconnaî t re,n lest  pas t r é s  b i e n  connue. 

De p l u s  l a  contamination peut & re  an tér ieure  à l a  grosses- 

se  e t  a v o i r  en t ra iné  l a  formation d 'un  foyer  l a t e n t  g é n i t a l .  Ce der- 

n i e r  cas soulève l e  problème de l ' a t t e i n t e  ovu la i re  i t é r a t i v e  q u i  

entraîne des avortements à r é p é t i t i o n .  

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

REPETITION 

P l  s ' a g i t  d 'un po in t  t r & s  d iscuté.  Dans l a  l i t t é r a t u r e ,  on 

ne re t rouve qbe quelques cas de l i s t S r i o s e s  répétées au cours de 
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SCHEMA EPIDEMIOLOGIQUE DE LA LISTERIOSE DIAPRES MAUPAS ET COL? ( 9 4 )  

MAUPAS dans  son schéma i n s i s t e  s u r  l a  d i f f é r e n c e  e n t r e  l a  

l i s t é r i o s e .  " I n f e c t i o n  i n t e s t i n a l e 1 '  e t  l a  l i s t é r i o s e  " c l i n i q u e "  ; en 

e f f e t  b.intaia monocytogenu a  pu ê t r e  i s o l é e d e s e l l e s  de  s u j e t s  ne 

p r é s e n t a n t  aucun t r o u b l e .  Ce s o n t  d e s  p o r t e u r s  s a i n s .  
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grossesses successives (64). Les résultats rapportés par RAPPAPORT 

et col1 (129) avaient ému l'opinion : ces auteurs avaient en 5 mois 

isolé L b t u i a  monocq;togenen des sécrétions cervico-vaginales de 25 

femmes parmi 34 qui présentaient des antécédents d'avortement à ré- 

pétition. Mais les publications récentes (72) permettent de mettre 

en doute l'existence d'une atteinte ovulaire itérative, liée à un 

portage cervico-vaginal chronique. En effet , L b t u h  monocy~ogenen 

nt est jamais retrouvée dans les prélèvements vaginaux (72)  pratiqués 

en dehors ou au cours de la grossesse. L'incidence de la listériose 

dans l'avortement à répétition est certainement limitée. 



LA LISTERIOSE NEO-NATALE 

La l i s t é r i o s e  néo-na ta le  e s t  une d e s  formes les p l u s  

f r é q u e n t e s  de  l a  l i s t é r i o s e  humaine (99) .  Depuis que COULOMBIER (29) 

a r a p p o r t é  l e  premier c a s  f r a n ç a i s  de  méning i t e  chez  le  nouveau-né, 

les  p u b l i c a t i o n s  se s o n t  m u l t i p l i é e s .  

La forme c l i n i q u e  l a  p l u s  anciennement connue e s t  l a  

s e p t i c é m i e  néo-nata le  aéjà d é c r i t e  pa r  BURN ( 2 1 ) ,  p u i s  p a r  REIÇS 

(131)  l a  ~ g n ~ o r n c r A o a ~  in~a~ep;ticau q u i  co r respond  à une sep- 

t i c é m i e  à l o c a l i s a t i o n s  m u l t i p l e s  d 'une  ext rême g r a v i t é ,  à début  

p récoce ,  e t  q u i  s u r v i e n t  l e  p l u s  souvent  chez  les prématurés .  

Le début p e u t  s u r v e n i r  a p r è s  que lques  h e u r e s ,  ou j o u r s  

d e  v i e  ; l ' e n f a n t  n a î t  prématuré  avec d e s  s i g n e s  d e  d é k r e s s e  r e s -  

p i r a t o i r e  ou de  s o u f f r a n c e s  c é r é b r a l e s  e t  meurt rapidement.  

P a r f o i s  l ' e n f a n t  p a r a i t  normal à l a  n a i s s a n c e  mais son 

é t a t  s ' a g g r a v e  dans l e s  h e u r e s  q u i  s u i v e n t .  C e r t a i n s  s i g n e s  évoca- 

t e u r s  d ' u n e  méningi te  a i g u ë  a p p a r a i s s e n t  ; l ' e n f a n t  s u r v i t  quelques  

j o u r s  seulement .  Ces deux a s p e c t s  de  l ' i n f e c t i o n  n é o n a t a l e  à Lhtmia 

l a  rapproche de c e l l e  dQe au s t r e p t o c o q u e  du groupe B avec une forme 

t a r d i v e  e t  une forme p récoce  (53) .  



Le nouveau-né d ' a s p e c t  normal à l a  n a i s s a n c e  p e u t  a u s s i  

dans  l e  c o u r a n t  d e s  t r o i s  semaines  s u i v a n t e s  ou a p r è s  un i n t e r v a l l e  

d e  t r o i s  j o u r s ,  p r é s e n t e r  une i n f e c t i o n  q u i  évo lue  s o u s  l a  forme 

d ' u n e  méning i t e  n é o n a t a l e  i s o l é e  ; a p r è s  t r a i t e m e n t  e t  gu6r i son  

a p p a r e n t e ,  d e s  s é q u e l l e s  s o n t  p o s s i b l e s .  

1 MODE DE CONTAMINATION DES NOUVEAU-NES 

1.1 La t r a n s m i s s i o n  mate rno- foe ta le  peu t  ê t r e  i n t r a - u t é r i n e  

s e l o n  t r o i s  v o i e s  c l a s s i q u e s  (99 - 1 9 )  : 

- l a  v o i e  hématogène t r a n s p l a c e n t a i r e ,  avec envahissement 

p l a c e n t a i r e ,  p u i s  f o e t a l  au c o u r s  de  l a  s e p t i c é m i e  m a t e r n e l l e  ; 

- l a  vo ie  a scendan te  à p a r t i r  d ' u n e  i n f e c t i o n  ce rv ico-vag ina le  

( f o y e r  l a t e n t  g é n i t a l )  gagnant de  proche en proche l e s  membranes e t  

l e  l i q u i d e  amniot ique.  

Ces deux modes de  t r a n s m i s s i o n  s o n t  r e s p o n s a b l e s d e l a  fo r -  

me sep t i cémique  néo-na ta le ,  avec  ou s a n s  méning i t e ,  e t  avec  l o c a l i s a -  

t i o n s  broncho-pulmonaires e t  d i g e s t i v e s  p a r  l ' i n t e r m é d i a i r e  du l i q u i -  

de  amniot ique i n f e c t é .  

- l a  t r o i s i è m e  vo ie  e s t  l a  con tamina t ion  l o c a l e  t ransmembranaire  

à p a r t i r  d ' u n  f o y e r  i n f e c t i e u x .  



1.2 La contaminat ion peut ê t r e  post-natale. Le nouveau-né 

peut ê t r e  contaminé au moment de l'accouchement par des germes 

présents dans l e  vagin maternel. Dans ce cas, l ' e n f a n t  s ' i n f e c -  

t e r a i t  par  vo ie  aérienne e t  p résen te ra i t  sur tou t  des formes 10- 

ca l i sées  ou des formes méningées. Cependant, il est  r a r e  de met- 

t r e  en évidence LAXmia m o n o c y ~ g e n a  dans l e s  voies gén i ta les  

maternel les avant 1 ' accouchement (16 ) . Cette forme de contamina- 

t i o n  semble donc peu fréquente. 
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IMMUNITE CELLULAIRE 

L'immunité c e l l u l a i r e  joue  un r 8 l e  impor tan t  dans  l a  r é -  

s i s t a n c e  aux i n f e c t i o n s  b a c t é r i e n n e s  dûes à d e s  micro-organismes à 

développement i n t r a c e l l u l a i r e  f a c u l t a t i f  (120) comme L h t c r t t i a  mono- 

cytogenen. 

1 IMMUNITE A MEDIATION CELLULAIRE 

SEELIGER (142)  f a i t  remarquer 1 ' a b s e n c e  de  c o r r é l a t i o n  

e n t r e  l e  taux d ' a n t i c o r p s  e t  l a  g r a v i t é  d e  l ' i n f e c t i o n .  

De nombreux a u t e u r s  (111 - 90 - 170 - 98 - 67  - 3 - 127)  o n t  

é t é  incapab les  d e  p r o t e g e r  d e s  l a p i n s  ou d ' a u t r e s  animaux pa r  d e s  

suspens ions  t u é e s  ou formolées  de  L~te i r i a  monacytogen~. Ils o n t  

de  même é t é  i n c a p a b l e s  de  démontrer  une p r o t e c t i o n  p a r  d e s  sérums 

à h a u t s  t i t r e s  p r é p a r é s  à p a r t i r  de  b a c t é r i e s  v i v a n t e s  ou tuées .  

Ces sérums ne t r a n s m e t t e n t  aucune r é s i s t a n c e  à l ' i n f e c t i o n .  MACKANESS 

(90)  e t  NORTH (108)  o n t  démontré q u ' à  l a  s u i t e  oe  l ' i n o c u l a t i o n  i n t r a -  

v e i n e u s e  de LhtUiia, les micro-organismes s u r v i v e n t  e t  s e  m u l t i p l i e n t  

à l ' i n t é r i e u r  d e s  macrophages e t ,  s o n t  a i n s i  i n a c c e s s i b l e s  aux a n t i -  

c o r p s  humoraux (127) .  



Cependant des souris rscevant des doses subléthales de 

souches virulentes de L&tetrb monocytogenu sont immunes si on les 

infecte avec des bactéries vivantes (98 - 170). En effet, dans beau- 

coup d'infections dOes à des micro-organismes intracellulaires, la 

guérison de la primo-infection et la résistance à une infection 

ultérieure dépendent d'une réponse immunitaire à médiation cellu- 

laire (120). Cette immunité cellulaire peut être transférée par 

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

II IMMUNITE NON SPECIFIQUE 

MACKANESS (90) découvre que les macrophages d'une souris 

qui survit à une infection listérienne, sont résistants à L,~.&W& 

(ces macrophages apparaissent pendant l'infection et cette appari- 

tion coïncide avec l'arrêt de la multiplication du germe dans la 

rate). Ces macrophages permettent une réponse accélérée à une nou- 

velle infection : c'est une immunité cellulaire. Cette immunité se 

développe vis à vis d'agents infectieux sans rapport avec celui qui 

est responsable de l'immunisation, c'est une immunité cellulaire 

non specifique ; elle peut être produite par l'inoculation de L d -  

tenia ,  de S&ond& ( 3 ) et même de Cundda (93 ) . 

Dans le cas de Sahone&, onapu démontrer chez la souris 

que la résistance cellulaire provient de l'adsorption d'anticorps 

spécifiquesàla surface de macrophages. Ce mécanisme pourrait expli- 

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



Dans l e  c a s  d e  L b t h a  ce mécanisme ne s u f f i t  pas pour  e x p l i q u e r  

les f a i t s  s u i v a n t s .  Le t r a n s f e r t  d e  macrophages t u é s  n e  c o n f è r e  

aucune r é s i s t a n c e .  C e l l e - c i  é t a n t  l i é e  à l a  présence e x c l u s i v e  

e t  à l a  p r o l i f é r a t i o n  d e s  macrophages. Ce processus  d ' immunité 

c e l l u l a i r e  e s t  cond i t ionné  p a r  une r é a c t i o n  a n t i g è n e - a n t i c o r p s .  

S i  un animal  e s t  i n f e c t é  p a r  L h t m i a  monocytogenu,  il dévelop- 

pe  une r é s i s t a n c e  c e l l u l a i r e  non s p é c i f i q u e ,  mais l a  m o d i f i c a t i o n  

d e s  macrophages q u i  c o n d u i t  à c e t t e  r é s i s t a n c e  e s t . u n  phénomène 

s p é c i f i q u e  q u i  dépend (98) : 

- d e  l ' é t a t  de  r é a c t i v i t é  immunologique de  l f h 6 t e  ; c e  phé- 

nomène e s t  i n h i b é  par  1 ' a c t i o n  d e s  immuno-suppresseurs (125) ; 

- de  l a  r é a c t i o n  anamnestique q u i  ne se p r o d u i t  q u e  pa r  l a  

r é i n t r o d u c t i o n  du germe q u i  a v a i t  é t é  u t i l i s é  l a  p remiè re  f o i s ,  

s e l o n  une r é a c t i o n  de  t y p e  a n t i g è n e - a n t i c o r p s .  I l  f a u t  donc sup- 

p o s e r  que l e  germe t rans fo rme  l e  monocyte normal en un monocyte 

r é s i s t a n t  e t  que  c e t t z  t r a n s f o r m a t i o n  e s t  une r é a c t i o n  du type  

a n t i g è n e - a n t i c o r p s ,  l a  r é s i s t a n c e  a c q u i s e  é t a n t  par a i l l e u r s  non 

s p é c i f i q u e .  

RODRIGUEZ (134) suggère  que l a  r é s i s t a n c e  i n d u i t e  pa r  

d e s  e x t r a i t s  de  p a r o i  de  L h t a i a  monocy tcgene~  e s t  au moins en 

p a r t i e  s p é c i f i q u e .  Car c e t t e  r é s i s t a n c e  a p r è s  i n f e c t i o n  p a r  l ' o r -  

ganisme immunisant s e r a i t  beaucoup p l u s  grande que l ' i n f e c t i o n  



p a r  un a u t r e  organisme. Bien que l ' i n d u c t i o n  d e  l a  r é s i s t a n c e  p a r  

d e s  b a c t é r i e s  t u é e s  s o i t  d i f f i c i l e  à démontrer ,  une r é s i s t a n c e  

s i g n i f i c a t i v e  a  é t é  démontrée chez  d e s  s o u r i s  immunisées par  l e s  

formes L de  LiAtenia monocytogena (12) .  

KLASKY (82)  d é c i d e  d ' i s o l e r  e t  d ' i d e n t i f i e r  l'immunogène 

s p é c i f i q u e  de  LiA;tm& monocgtogena pour e x p l i q u e r  l e  mécanisme d e  

l ' immunité.  I l  o b t i e n t  une f r a c t i o n  p r o t é i q u e ,  immunogène mais f a i -  

blement a n t i g é n i q u e .  Ce q u i  p o u r r a i t  s ' e x p l i q u e r  p a r  l e  f a i t  s u i -  

v a n t  : il e s t  p r o b a b l e  que l a  f r a c t i o n  a n t i g é n i q u e  s o i t  d i f f é r e n t e  

d e  l a  f r a c t i o n  immunogéne, l o c a l i s é e  en d e s  p o i n t s  d i f f é r e n t s  de  

l a  c e l l u l e  ; de  p l u s  les animaux immunisés o n t  de  f a i b l e s t a u x o u  p a s  

d ' a n t i c o r p s  c i r c u l a n t s .  

KLASKY (82)  suggère  que l a  r é s i s t a n c e  à L&tmia e s t  d e  

t y p e  média t ion c e l l u l a i r e  par  l ' i n t e r m é d i a i r e  d e s  lymphocytes T,  

immunologiquement s p é c i f i q u e s .  Ces c e l l u l e s  s o n t  supposées  répondre  

à l ' a n t i g è n e  en s é c r é t a n t  d e s  lymphokines q u i  a c t i v e n t  l e s  macro- 

phages de  façon non s p é c i f i q u e  pour phagocyter  e t  t u e r  l e s  b a c t é r i e s  

i n f e s t a n t e s .  L ' a c t i v a t i o n  d e s  macrophages e s t  un p rocessus  dépendant 

du thymus. On p o u r r a i t  supposer  que l e s  animaux athymiques s o i e n t  

t r é s  s e n s i b l e s  à l ' i n f e c t i o n  à L-htmia. Cependant,  on a  montré que 

d e s  s o u r i s  thymectomisées,  ou t r a i t é e s  avec  un sérum ant i - thymocyte  

ne montrent  p a s  une s e n s i b i l i t é  f r a p p a n t e  d u r a n t  l e s  c i n q  j o u r s  

a p r è s  l ' i n f e c t i o n  l i s t é r i e n n e  (170 - 149 - 4 6 ) .  
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DIAGNOSTIC SEROLOGIQUE DE LA LISTERIOSE 

L ' é t u d e  s é r o l o g i q u e  de  l a  l i s t é r i o s e  a  donné l i e u  à de  

t r è s  nombreux t r avaux  (142) q u i  s o n t  souvent  c o n t r a d i c t o i r e s .  Le 

problème est complexe c a r  l e s  d i f f é r e n t e s  t echn iques  s é r o l o g i q u e s  

s o n t  p r a t i q u é e s  à p a r t i r  d e  p r é p a r a t i o n s  a n t i g é n i q u e s  v a r i a b l e s ,  

d i f f é r e n t e s  s e l o n  l e s  a u t e u r s  e t  les r é s u l t a t s  ne s o n t  donc pas  

comparables.  De s o r t e  que,  comme l e  d i t  GRAY (65)  "des  l é g i o n s  de  

p u b l i c a t i o n s "  i s s u e s  de  t o u s  l e s  c o i n s  du monde s o n t  s o r t i e s  quant  

à l a  s é r o l o g i e  d e  Li&&tiu manocy.togeneA, que t o u s  les t y p e s  de  

r é a c t i o n s  s é r o l o g i q u e s  o n t  é t é  é t u d i é e s ,  mais que deux d ' e n t r e  

e l l e s  seulement  s o n t  l e s  p l u s  couramment employées (34) : l a  r éac -  

t i o n  d ' a g g l u t i n a t i o n ,  e t  l a  r é a c t i o n  de  d é v i a t i o n  du complément 

(142) .  

1 REACTION D ' A G G L U T I N A T I O N  

C e t t e  r é a c t i o n  e s t  u t i l i s é e  pa r  de  nombreux a u t e u r s  (65)  

pour l e  s é r o t y p a g e  d e s  souches  de  Ldtuia mo~ocy ; togenu ,  e t  pour 

l e  s é r o - d i a g n o s t i c  a f i n  d e  d é c e l e r  l a  p résence  e t  l e  t a u x  d e s  

a g g l u t i n i n e s  s é r i q u e s .  



La r é a c t i o n  d ' a g g l u t i n a t i o n  se h e u r t e  à d e s  d i f f i c u l t é s  

t echn iques .  La p r é p a r a t i o n  d e s  a n t i g è n e s  somat iques  O e t  f l a g e l -  

l a i r e s  H n é c e s s i t e  d e s  méthodes d e  c u l t u r e s  p a r t i c u l i é r e s .  

1.1 P r o p r i é t é s  d e s  a n t i g è n e s  f l a g e l l a i r e s  e t  somat iques  

ROBBINS e t  GRIFFIN (132)  o n t  é t u d i é  l e s  a n t i g é n e s  O e t  H 

e t  l e u r s  a n t i c o r p s  cor respondan t s .  C e r t a i n e s  p r é c a u t i o n s  d o i v e n t  

ê t r e  p r i s e s  pour l a  p r é p a r a t i o n  d e s  s o l u t i o n s  a n t i g é n i q u e s .  

Un f a i b l e  chauf fage ,  l ' a d d i t i o n  de  formaldéhyde,  de  chlo-  

ramine T ,  d e  m e r t h i o l a t e  ( é t h y l  m e r c u r i t h i o s a l i c y l a t e  de  sodium) ou 

de  phénol  n ' o n t  p a s  d ' e f f e t  s u r  l a  p roduc t ion  d ' a n t i g è n e  H .  Cepen- 

d a n t  l e  f a c t e u r  A e s t  d é t r u i t  p a r  l a  chloramine T, l e  m e r t h i o l a t e  

e t  le phéno l  ; l e  f a c t e u r  C e s t  t r è s  légèrement  a t t e i n t  p a r  l e  mer- 

t h i o l a t e  à l ' e x c e p t i o n  du f a c t e u r  III.  

Les f a c t e u r s  O ne s o n t  p a s  a f f e c t é s  pa r  un c h a u f f a g e  à 

100° C (54) ou pa r  une f o r t e  c o n c e n t r a t i o n  d ' a l c o o l .  

Les a n t i c o r p s  a n t i - f a c t e u r s  H : 4 ,  B ,  C e t  D a p p a r a i s s e n t  

t r è s  t 6 t ,  mais l e  f a c t e u r  A t end  à d é c r o î t r e  t r è s  v i t e .  L ' a n t i c o r p s  

a n t i - f a c t e u r  C a p p a r a i t  p l u s  t a r d  mais il s e  développe rapidement .  

La p r o d u c t i o n  d ' a n t i c o r p s  c o n t r e  l e s  f a c t e u r s  O e s t  peu v a r i a b l e ,  

p a r t i c u l i è r e m e n t  c o n t r e  l e  f a c t e u r  III  q u i  r e s t e  longtemps b a s  mais 

q u i  a t t e i n t  d e s  t a u x  r e l a t i v e m e n t  é l e v é s  a p r è s  l a  c inquiéme semaine. 



OSEBOLD e t  c o l 1  (112) démontrent  1 ' e x i s t e n c e  d  ' une subs- 

t a n c e  p r o t é i q u e  en s u r f a c e  q u i  empêcherai t  les a n t i g è n e s  t r a i t é s  à 

l a  c h a l e u r  d e  s ' a g g l u t i n e r .  Le t r a i t e m e n t  d e s  c u l t u r e s  p a r  l a  t ryp-  

s i n e  à l a  c o n c e n t r a t i o n  de  0 , l  p l00 modi f i e  l a  couche p r o t é i q u e  l a  

p l u s  e x t e r n e  de l a  p a r o i  d e s  germes, supprime cet e f f e t  e t  augmente 

l a  s p é c i f i c i t é  d e s  p r é p a r a t i o n s  d ' a n t i g è n e s  somat iques .  I l  e s t  pré- 

f é r a b l e  d ' é v i t e r  l e  phénol  p u i s q u ' i l  f a v o r i s e  l ' a u t o - a g g l u t i n a t i o n .  

1 .2  P r é p a r a t i o n  d e s  a n t i q è n e s  f l a q e l l a i r e s  H e t  somat iques  O 

p o u r  l a  p roduc t ion  d e s  sérums e t  les t e s t s  d ' a g g l u t i n a t i o n  

Pour l e s  a n t i g è n e s  f l a g e l l a i r e s  H, une c u l t u r e  trés mobile 

e s t  i n d i s p e n s a b l e .  Pour c e l a ,  DONKER-VOET (35) , recommande d ' i n o c u l e r  

les c u l t u r e s  s u r  d e s  b o î t e s  de  P é t r i  con tenan t  peu d ' a g a r  (5  p100), 

incubées  à l a  t empéra tu re  du l a b o r a t o i r e  22O C pour  a v o i r  l e  maximum 

d e  m o b i l i t é .  Les c u l t u r e s  s o n t  t r a n s f é r é e s  en m i l i e u  l i q u i d e ,  p u i s  

i n o c u l é e s  s u r  g é l o s e  mol le  "humidef', pour f a c i l i t e r  i f  a g g l u t i n a t i o n  

p a r  l e s  immun-sérums homologues. 

Les b a c t é r i e s  s o n t  t r a i t 6 e s  pa r  l e  formol  à une concentra-  

t i o n  de  0 , 2 5  à 0 ,30  p100. La suspens ion  a n t i g é n i q u e  a i n s i  obtenue 

a p r è s  24 heures  d ' i n c u b a t i o n  à 3 7 O  C peu t  ê t r e  u t i l i s é e  s o i t  pour 

l ' immunisa t ion  d e s  l a p i n s ,  s o i t  pour l e s  t e s t s  d ' a g g l u t i n a t i o n .  



Pour les antigènes somatiques 0, les cultures en milieu 

solide sont incubées à 37O C de façon à empêcher la formation des 

antigènes flagellaires pendant 24 - 36 heures d'incubation. Les 
cultures sont lavées en eau physiologique. L'extraction antigénique 

se fait au bain marie à 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 l'immunisation des lapins et les tests 

d'agglutination. 

1.3 La séro-agglutination 

Au cours d'une infection à L-htmia, se développent sou- 

vent chez l'homme ou l'animal, des anticorps sériques contre les 

antigènes O et H, que l'on peut mettre en évidence, qualitativement 

et quantitativement par agglutination. Les antigènes O et H sont 

ajoutés à des concentrations décroissantes de sérum. Les agglutina- 

tions O sont finement granuleuses, les agglutinations H sont flocon- 

neuses et peuvent être dissociées. 

a) Résultats --------- 

La présence trés fréquente des agglutinines anti-ldt~ia 

dans les sérums humains pose le problème de la spécificité des ag- 

glutinines, étant donné que Ldt~kz monocytogen~ possède des com- 

munautés antigéniques avec de nombreux germes Gram positif (142). 



L'un d e s  i n c o n v é n i e n t s  ma jeurs  du test d ' a g g l u t i n a t i o n  e s t  l ' e x i s t e n c e  

d e s  r é a c t i o n s  c r o i s é e s  avec  d e s  S t rep tocoques  hémolyt iques ,  e t  Staphy- 

locoques  (epicfenmidin e t  autreun ) . 

SEELIGER e t  c o l 1  en 1957 (137) o n t  montré que l e s  a n t i g é n e s  

O t h e r m o s t a b l e s  d e  t y p e  1 e t  3 donnent d e s  r é a c t i o n s  c r o i s é e s  avec  

les S t rep tocoques  du groupe D e t  l e s  Staphylocoques  dorés .  Ces réac -  

t i o n s  s é r o l o g i q u e s  communes s o n t  dOes en p a r t i e  à l a  p résence  d e  

l ' a n t i g è n e  d e  RANTZ (128) .  

Dans c e  c a s ,  une s a t u r a t i o n  d e s  sérums p a r  une souche d e  

S ~ p h y L o c o c c ~  auneun e s t  u t i l e .  L ' a b s o r p t i o n  p a r  une c u l t u r e  d e  

Staphylocoques  a  un e f f e t  r e l a t i v e m e n t  f a i b l e  s u r  les a g g l u t i n i n e s  

du t y p e  1, el lesupprimecomplétement  t o u t e  t r a c e  d ' a g g l u t i n i n e s  d e  

t y p e  3 de  LhXmia monocy~ogenu. Des r é a c t i o n s  c r o i s é e s  su rv ien-  

n e n t  a u s s i  avec  d e s  b a c t é r i e s  de  t y p e  4 mais  e l l e s  s o n t  moins gé- 

n a n t e s  q u e c e l l e s r e n c o n t r é e s  avec l e s  a u t r e s  types .  Les souches t u é e s  

au formol donnent  également d e s  r é a c t i o n s  c r o i s é e s  mais à un d e g r é  

moindre que les souches  t u é e s  à l a  c h a l e u r .  

WELSHIMER (168) démontre d e s  r é a c t i o n s  c r o i s é e s  e n t r e  

L h t m i a  monocytogenu formolées  e t  S.tuphyLococcu/s epidmmidh. 

Quand l e s  l a p i n s  s o n t  immunisés c o n t r e  S.tuphyLococc~ epidmmidG 

e t  i n f e c t é s  t r o i s  mois a p r è s  pa r  Lhtenia monocykogen~, il y a  



une n e t t e  augmentat ion du t i t r e  e n  a n t i c o r p s  ant i -Staphylocoque.  

De même quand les l a p i n s  s o n t  immunisés p a r  Lhteiria monocyltogenea 

e t  i n f e c t é s  a p r è s  p a r  S i t a p h y ~ o c o c c u ~  e p i d e n t n i d h ,  il y a une n e t t e  

augmentat ion du t i t r e  en  a n t i c o r p s  ant i -Staphylocoque.  Ceci sug- 

g è r e  fo r t ement  que ces b a c t é r i e s  o n t  en  commun un ou d e s  a n t i g è n e s .  

b) Conclus ion ---------- 
Beaucoup de  s u j e t s  apparemment s a i n s  o n t  d e s  a g g l u t i n i n e s  

a n t i - L h t ~ k z  mais il est i m p o s s i b l e  d e  dé te rminer  l e u r  s i g n i f i c a -  

t i o n .  Dans l a  p l u p a r t  d e s  c a s ,  les t i t r e s  d ' a n t i c o r p s  a t t e i g n e n t ,  

au maximum, une v a l e u r  limite d e  1:160. 

En g é n é r a l ,  d e s  a n t i c o r p s  dans  un sérum s o n t  l a  marque 

d ' un c o n t a c t  p récéden t  avec  1 ' a n t i g è n e  s p é c i f i q u e  ; puisque LhAcettia 

monocytogenu peu t  donner d e s  r é a c t i o n s  c r o i s é e s ,  c e s  a n t i c o r p s  ne 

s o n t  pas  o b l i g a t o i r e m e n t  s p é c i f i q u e s  de  Lbt~&, p a r t i c u l i è r e m e n t  

e n  c e  q u i  concerne  l e s  t i t r e s  bas .  

En f a i t ,  il y a grand i n t é r ê t  dans  c e s  c a s  à 9 r a t i q u e r  

une a b s o r p t i o n  d e s  sérums pa r  les Staphylocoques e t  S t rep tocoques  

du groupe D (142).  



SEELIGER (142) considère qu'en l'absence de sympt6mes 

cliniques évidents, ne sont pris en considération que les taux 

égaux ou supérieurs à 1:320. Le test d'agglutination n'a de va- 

leur que si l'on observe une augmentation du titre d'anticorps 

pendant la durée de convalescence de ce qui semble être une lis- 

tériose ; une élévation simultanée des agglutinines anti O et 

anti H serait de bonne valeur. 

Mais en général le taux de ces deux types d'anticorps 

(anti H et anti O) ne varie pas de façon paralléle, les anticorps 

anti H n'atteignent un haut titre qu'une fois que les anticorps 

anti O ont atteint ou même dépassé leur titre maximum (49). 

Pour ces raisons d'autres précautions doivent être 

prises dans l'interprétation sérologique de listériose. En fait, 

il faut répéter l'examen à 15 jours d'intervalles de façon à 

suivre la cinétique des anticorps. 

c) "Les agglutinines froides" ....................... 

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 à partir des cultures de LiAte(ria. 



t u é e s  à l a  c h a l e u r .  Les a g g l u t i n i n e s  c r o i s s e n t  p u i s  c h u t e n t  de  façon 

p a r a l l è l e  aux t i t r e s  d ' a g g l u t i n a t i o n  d u r a n t  l ' é v o l u t i o n  de  l a  mala- 

d i e .  Ces a g g l u t i n i n e s  peuvent également ê t r e  p r o d u i t e s  expérimenta- 

lement chez l e  l a p i n  e t  l e u r  é v o l u t i o n  s u i t  l e  même schéma que l e  

t e s t  d ' a g g l u t i n a t i o n .  KORN (83)  sciggère que s i  d e s  a g g l u t i n i n e s  

f r o i d e s  s o n t  formées d u r a n t  l ' i n f e c t i o n  l i s t é r i e n n e ,  e l l e s  peuvent 

donner l i e u  à d e s  r é a c t i o n s  faussement p o s i t i v e s  dans  l a  méthode de  

PAUL BUNELL DAVIDSON. 

HOEPRICH (142) a p p l i q u e  l a  méthode d e  DAVIDSON modi f i ée  ; 

les a g g l u t i n i n e s  f r o i d e s  r é v è l e n t  l e s  a n t i c o r p s  s p é c i f i q u e s  de  

1A;taia monocg.togenen. Cependant,  d  ' a u t r e s  a u t e u r s  ( 65) n ' o n t  ja-  

mais é t é  c a p a b l e s  d e  démontrer  l ' e x i s t e n c e  de  c e s  a g g l u t i n i n e s  dans  

l e s  sérums de  p a t i e n t s  p r é s e n t a n t  une l i s t é r i o s e .  

II REACTION DE FIXATION DU COMPLEMENT 

Indépendemment mais s imul tanément ,  SEELIGER (142) e t  

PATOCKA (65) déve loppen t  d e s  tests pour l a  d é t e c t i o n  d e s  a n t i c o r p s  

a n t i - l h t m i a  f i x a n t  l e  complément. I l s  u t i l i s e n t  d e s  e x t r a i t s  

a c i d e s  de  Lhtuia monocqtogenen à p a r t i r  d e s  l y s a t s  p r é p a r é s  p a r  

c o n g é l a t i o n  e t  d é c o n g é l a t i o n  s u c c e s s i v e s  d e s  s u s p e n s i o n s  de  c u l -  

t u r e s  b a c t é r i e n n e s  t u é e s  pa r  l e  m e r t h i o l a t e .  



La r é a c t i o n  e s t  r é a l i s é e  avec  d e s  a n t i g é n e s  somat iques  O 

phénolés ,  a p r è s  e x p o s i t i o n  d e s  c u l t u r e s  d e  L i A Z m k  monocqZogctnu 

aux u l t r a - s o n s  e t  h a u t e s  t empéra tu res  (142) .  La r é a c t i o n  e s t  pos i -  

t i v e  s i  l ' hémolyse  du sys tème r é v é l a t e u r  ne  p e u t  se f a i r e ,  c ' e s t  

à d i r e  si l e  complément a é t é  f i x é  p réa lab lement  p a r  l e  complexe 

an t igène-an t i co rps .  

2 .1  R é s u l t a t s  

La r é a c t i o n  d e  d é v i a t i o n  du complément r e s t e  souvent  

n é g a t i v e  dans  d e s  c a s d e  l i s t é r i o s e s  bac té r io log iquement  prouvées.  

E l l e  e s t  due à l ' a p p a r i t i o n  d ' a n t i c o r p s  q u i  ne p e r s i s t e n t  à un 

t a u x  a p p r é c i a b l e  que peu d e  temps. 

On t r o u v e  rarement  d e s  r é a c t i o n s  de  f i x a t i o n  du complément 

fo r t ement  p o s i t i v e s  (49) .  Les t i t r e s  ne d é p a s s e n t  guère  80 à 160 e t  

un t i t r e  de  1 0  e s t  c o n s i d é r é  comme s i g n i f i c a t i f .  Comme dans  l a  r é a c -  

t i o n  d ' a g g l u t i n a t i o n ,  l a  f réquence d e s  r é a c t i o n s  c r o i s é e s  avec l e s  

a n t i g è n e s  s t a p h y l o c o c c i q u e s  o b l i g e  à ê t r e  p a r t i c u l i é r e m e n t  p ruden t  

dans  l ' i n t e r p r é t a t i o n  d e s  r é s u l t a t s .  Dès l o r s ,  SEELIGER (142) c o n s i -  

d è r e  donc c e  t e s t  comme s p é c i f i q u e  s i  les sérums o n t  é t é  absorbés  

avec  l e s  a n t i g è n e s  d e  Staphylocoque e t  d e  S t rep tocoque .  Cependant, 

l a  s a t u r a t i o n  du sérum de  p a t i e n t  avec  Staphylocoque peu t  provoquer 

l ' é p u i s e m e n t  d e s  a n t i c o r p s  a n t i - L i A t ~ h .  Le t e s t  d ' a b s o r p t i o n  p e u t  

a i n s i ,  p a r f o i s ,  donner d e  faux n é g a t i f s  si l e s  a n t i c o r p s  formés s o n t  



des anticorps anti-antigène du groupe, qui est commun à Lh-tehia 

et aux Staphylocoques. Dans de tels cas, la mise en gvidence 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 à 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 antigènes solubles à 

la sensibilité des réactions d'agglutination et de faciliter la 

lecture des résultats, BIND (14) utilise 1' antigène somatique so- 

luble extrait à l'acide trichloroacétique selon la technique de 

BOIVIN ; l'antigène est fixé par le chlorure de chrome sur les 

hématies de mouton (38). La présence d'anticorps dans les sérums 

à tester provoque une hémagglutination passive. Pour objectiver la 

lecture des résultats, l'addition de complément entraîne une lyse 

des hématies agglutinées et l'hémoglobine libérée est dosée par 

speetrophotométrie. Les résultats sont donnéspar la différence de 

densité optique (d DO) obtenuepar rapport à un témoin sérum négatif 

(14). 



C e t t e  t e c h n i q u e  mise au p o i n t  chez  l ' a n i m a l  n ' a  p a s  pu 

ê t r e  ut i l isée pour l e  d i a g n o s t i c  d e  l a  l i s t é r i o s e  humaine. 

III REACTION DE P R E C I P I T A T I O N  

Cette r é a c t i o n  peu t  ê t r e  u t i l i s é e  pour  l e  s é r o t y p a g e  e t  

l e  s é r o - d i a g n o s t i c .  

MURASHI et  TOMPKINS (103) a i n s i  que  METZGER (96) o n t  dé- 

montré l a  p résence  d e s  p r é c i p i t o g è n e s  d ' o r i g i n e  somatique ob tenus  

p a r  t r a i t e m e n t  d e s  c u l t u r e s  de  L i A t ~ k z  monocy;tagena à l ' é t h e r .  

SEELIGER (142) r a p p o r t e  d e s  r é a c t i o n s  c r o i s é e s  e n t r e  les 

p r é c i p i t o g è n e s  d e  S~~pZococcuA 6aecdiA e t  L A t u i a  monocqtogena. 

L a  r é a c t i o n  r é c i p r o q u e  n ' e s t  p a s  v é r i f i é e  c e  q u i  suggère  que l e  

t e s t  d e  p r é c i p i t a t i o n  p o u r r a i t  a v o i r  d e s  avan tages  s u r  l e  t e s t  

d ' a g g l u t i n a t i o n .  

L ' immunoprécipi ta t ion e n  g e l  (115) s ' avère  une méthode 

q u i  e s t  " p l e i n e  d ' a v e n i r "  pour é t a b l i r  un d i a g n o s t i c  r a p i d e  de  

l i s t é r i o s e .  D é j à  DREW (36) en 1946 à p a r t i r  d e s  e x t r a i t s  polysa-  

c c h a r i d i q u e s  de  L h Z a i a  monocytogenen s p é c u l a i t  s u r  l e  f a i t  que 

s i  ces p o l y s a c c h a r i d e s  é t a i e n t  l i b é r é s  dans  l e  l i q u i d e  céphalo-  

r a c h i d i e n  d e s  malades a t t e i n t s  d e  méning i t e  un t e s t  d e  p r é c i p i t a -  

t i o n  p o u r r a i t  ê t r e  r é a l i s a b l e .  



IV REACTION D'HEMAGGLUTINATION 

Des t ravaux  d e  SACHSE e t  POTEL (137) s u r  l ' h é m a g g l u t i n a t i o n  

u t i l i s a n t  d e s  é r y t h r o c y t e s  d e  p o u l e t ,  d e  mouton e t  d'homme du groupe 

0 ,  o n t  montré d e s  r é a c t i o n s  c r o i s é e s  avec  l e s  S t r e p t o c o q u e s  du groupe 

D e t  Lhtenia monocytogena de  t y p e  1. 

NETER (104) en  u t i l i s a n t  l e  t e s t  d 'hémagglu t ina t ion  démontre 

l a  p résence  d e  l ' a n t i g è n e  d e  RANTZ (128) commun à de  nombreuses bac té -  

ries Gram p o s i t i f  dans  les souches  d e  L&lt&tiu rnonocqtogena. Ce q u i  

conf i rme  les i n q u i è t u d e s  quan t  à l a  v a l i d i t é  de  ce test s é r o l o g i q u e  

pour l e s  l i s t é r i o s e s .  

V REACTION D'IMMUNOFLUORESCENCE 

C e t t e  méthode d é c è l e  d e s  a n t i g è n e s  p r é c i p i t a n t s  p a r  l ' e m p l o i  

d ' a n t i s é r u m s  s p é c i f i q u e s  conjugués  à l ' i s o t h i o c y a n a t e  d e  f l u o r o s c e i n e  

(150 -81). C e t t e  t echn ique  p o u r r a i t  ê t r e  employée comme moyen de  dép i s -  

t a g e  de  l a  l i s t é r i o s e  chez  l a  femme e n c e i n t e  e t  chez  l e  nouveau-né 

(méconium, l i q u i d e  c é p h a l o r a c h i d i e n ) .  C e t t e  t e c h n i q u e  permet un diag-  

n o s t i c  r a p i d e ,  mais CHERRY e t  MOODY (27)  démontrent  l e  manque de  spé- 

c i f i c i t é  d e s  immun-sérums f l u o r e s c e n t s  j u s q u ' a l o r s  à l a  d i s p o s i t i o n  

d e s  l a b o r a t o i r e s .  



VI TEST DE CROISSANCE 

P r é c o n i s é  p a r  POTEL e t  DEGEN en 1960 (1241, il c o n s i s t e  

à c u l t i v e r  l e s  b a c t é r i e s  en  présencv de  d i l u t i o n s  connues d ' a n t i -  

sérum s p é c i f i q u e  en b o u i l l o n  n u t r i t i f  ; aux b a s s e s  d i l u t i o n s  l e s  

b a c t é r i e s  c u l t i v e n t ,  s ' a g g l u t i n e n t  e t  forment d e s  masses f locon-  

neuses  l a i s s a n t  un b o u i l l o n  c l a i r .  Aux f o r t e s  d i l u t i o n s ,  s e u l  un 

d é p ô t  se forme avec  un b o u i l l o n  r e s t a n t  p l u s  ou moins t r o u b l e .  S i  

le  t r o u b l e  e s t  uniforme avec  un b o u i l l o n  de  c u l t u r e  p r é s e n t a n t  

j u s t e  un p e t i t  bouton d e  c r o i s s a n c e  à l a  base ,  on c o n s i d é r e  que 

l e  t e s t  de  c r o i s s a n c e  est n é g a t i f .  Le t e s t  p e u t  ê t r e  c o n s i d é r é  

comme s a t i s f a i s a n t  pour l e  d i a g n o s t i c  s é r o l o g i q u e  avec  un t i t r e  

s i g n i f i c a t i f  au 1:50. 

DESPIERRES reprend  l e  t e s t  de  c r o i s s a n c e  en 1971 (34)  

pour  l ' a d a p t e r  à l a  r é a c t i o n  d ' a g g l u t i n a t i o n  en g é l o s e  n u t r i t i v e  

e n  p résence  de  sérum à examiner. E l l e  démontre que l a  r é a c t i o n  

s u r  g é l o s e  donne d e s  r é s u l t a t s  p l u s  s p é c i f i q u e s  du f a i t  de  com- 

munautés a n t i g é n i q u e s  moindres avec  d ' a u t r e s  germes. Cependant, 

l a  r é a c t i o n  d ' a g g l u t i n a t i o n  s u r  g é l o s e  ne peu t  mettre en év idence  

d e s  a g g l u t i n i n e s  H ,  en  r a i s o n  d e  l a  c o n c e n t r a t i o n  é l e v é e  en gé- 

l o s e  du m i l i e u  de  c u l t u r e ,  de  l a  t empéra tu re  de  c u l t u r e  (37O C I .  

Tous c e s  f a c t e u r s  d é f a v o r i s e n t  fo r t ement  l e  développement de  l a  

c i l i a t u r e  d e s  germes. 



De p l u s  c e t t e  t e c h n i q u e  n é c e s s i t e  l ' e n t r e t i e n  d e  c u l t u r e s  

p a r f a i t e m e n t  "smooth" e t  l ' e m p l o i  de  b a c t é r i e s  v i v a n t e s  comme a n t i -  

géne d e  L&ZcYLb m o n o c y ~ g e n e n  ne  semble p a s  l e  moyen l e  p l u s  adé- 

q u a t  pour l e  s é r o - d i a g n o s t i c  de  l a  l i s t é r i o s e .  

VI1 CONCLUSION 

Le d i a g n o s t i c  d e  l i s t é r i o s e  ne  peu t  se fonder  uniquement 

s u r  c e s  r é a c t i o n s  s é r o l o g i q u e s  c a r  beaucoup de  s u j e t s  apparemment 

s a i n s  o n t  d e s  a n t i c o r p s  a g g l u t i n a n t s d e  L&tcYLia monocytogenen, à 

d e s  t a u x  f a i b l e s .  E t a n t  donné l e s  r é a c t i o n s  s é r o l o g i q u e s  c r o i s é e s  

(168 - 1 4 1  - 142)  que nous avons  s i g n a l é e s ,  ces a n t i c o r p s  peuvent 

a u s s i  b i e n  cor respondre  à une i n f e c t i o n  b a n a l e  à Staphylocoque ou 

à St rep tocoque  q u ' à  une l i s t é r i o s e  ancienne.  C ' e s t  pour c e t t e  r a i -  

son qu ' en  m a t i é r e  d e  d i a g n o s t i c  s é r o l o g i q u e ,  il f a u t  e x i g e r  un t a u x  

é l e v é  d ' a n t i c o r p s  avan t  d ' a d m e t t r e  l ' e x i s t e n c e  d 'une  l i s t é r i o s e  

r é c e n t e  ou en cours .  

Inversement ,  comme nous l ' a v o n s  vu,  l e s  r é a c t i o n s  s é r o l o -  

g i q u e s  ( a g g l u t i n a t i o n  ou f i x a t i o n  du complément) peuvent ê t r e  néga- 

t i v e s  dans  d e s  c a s  de  l i s t é r i o s e  bac té r io log iquement  prouvée. Il 

e s t  d i f f i c i l e  de  s a v o i r  s i  c e c i  e s t  dû à l ' a b s e n c e  de  format ion 

d ' a n t i c o r p s  ou au f a i t  que l a  t e c h n i q u e  u t i l i s é e  n ' a  pu l e s  m e t t r e  

en  évidence.  P l  est u t i l e  de  d é t e r m i n e r  l a  n a t u r e  d e s  a n t i c o r p s  

d é c e l é s  dans  l a  l i s t é r i o s e  ( 1 6 ) .  



Le t r a i t e m e n t  d e s  sérums p a r  l e  2 mercapto-éthanol (157 - 
113)  s e l o n  l a  t e c h n i q u e  d e  UHR e t  FINK-ELSTEIN (160) assuTe l a  

d i f f é r e n c i a t i o n  d e s  IgG e t  d e s  IgM. 

ARMSTRONG e t  SWORD ( 4 )  o n t  t rouvé  chez  l a  l a p i n e  a p r é s  

une l i s t é r i o s e  e x p é r i m e n t a l e ,  d e s  a n t i c o r p s  de  deux t y p e s  ; IgG 

e t  IgM dont l e  r a p p o r t  e s t  a s s e z  s t a b l e  dans  un c a s  donné,  mais 

v a r i a b l e  s e l o n  les s u j e t s  d ' e x p é r i e n c e .  Les t e s t s  d ' a g g l u t i n a t i o n  

d é t e c t e n t  c l a ss iquement  les IgM ( 19  S)  dans  un premier  temps, 

p u i s  dans  un deuxigme temps les IgG ( 7  S) .  

Cependant AALUND e t  c o l 1  ( 1 )  r a p p o r t e n t  que 50 à 60 

p l 0 0  d e s  a n t i c o r p s  a g g l u t i n a n t s  chez  les animaux i n f e c t é s  s o n t  

l e s  IgG ( 7  5).  

Chez l'homme, les macroglobul ines  d e  l a  c l a s s e  IgM s o n t  

d o m i n a n t e s e t  les a n t i c o r p s  IgG n ' o n t  é t é  d é c e l é s  que l o r s  d e s  in -  

f e c t i o n s  conf i rmées  ou p robab les  (145) .  Les f r a c t i o n s  IgM s o n t  

f a c i l e m e n t  d é c e l é e s  p a r  l e s  r é a c t i o n s  d ' a g g l u t i n a t i o n .  Tandis  que 

l e s  IgG s e r a i e n t  r e sponsab les  d e  l ' a c t i v i t é  p r é c i p i t a n t e  (5 ) .  

I l  f a u d r a i t  donc logiquement u t i l i s e r  c e s  deux t y p e s  de  

r é a c t i o n s  l o r s q u ' o n  cherche  à f a i r e  un d i a g n o s t i c  s é r o l o g i q u e  (142) .  



La persistance des taux d'anticorps agglutinants est mal 

connue. Parfois les taux élevés se maintiennent plusieurs mois aprhs 

une infection listérienne, rarement des années, ce qui rend difficile 

l'interprétation des titres élevés trouvés longtemps après une infec- 

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

Mais on connait également le rdle possible de L h t ~ i a  

monocytogen&5 dans les déficits mentaux ou dans les cas de retard 

psychomoteur ; certains ( 6 5 )  ont trouvé un taux d'anticorps anti- 

listériens élevés chez des enfants atteints ae débilité. Par ail- 

leurs certains cas d'avortements où la listéria n'a jamais été 

isolée doivent être regardés avec suspicion. 

La fréquence des formes inapparentes de listériose com- 

plique l'étude de l'incidence réelle de cette communauté antigé- 

nique sur le diagnostic sérologique des listérioses. 

Cependant la sérologie à un intéret certain ; femme 

enceinte présentant un épisode grippal au cours duquel la bacté- 

riologie n'a pu être faite ou est restée négative ; femme ayant 

des antécédents d'avortement ou d'accouchement prématuré ou dont 

l'enfant a eu une infection néo-natale précoce. La sérologie 

conduit au diagnostic d'infection maternelle et amène à instituer 

un traitement antibiotique jusqufà l'accouchement. 



L'abondance d e s  t e c h n i q u e s  témoigne d e s  i n s u f f i s a n c e s  d e  

l a  méthode s é r o l o g i q u e  (65 - 142)  : t o u t e s  l e s  r é a c t i o n s  u s u e l l e s  

q u i  emploient  d e s  b a c t é r i e s  e n t i è r e s  ( 3 4 ) ,  comme a n t i g è n e  n ' o n t  

p a s  donné de  bons  r é s u l t a t s .  Sans  d o u t e  l ' u t i l i s a t i o n  d e  r é a c t i o n  

n o u v e l l e  u t i l i s a n t  d e s  e x t r a i t s  b a c t é r i e n s  comme a n t i g è n e  s p é c i f i -  

que d e  Lhi ta ia  monocyitogen~ c a p a b l e  de  f a i r e  une bonne d i f f é r e n -  

c i a t i o n  d e s  immunoglobulines p o u r r a  é t a b l i r  un v é r i t a b l e  d i a g n o s t i c  

e t  remédier  à c e t t e  d é f i c i e n c e .  



* Tous les  m i l i e u x  d e  c u l t u r e ,  s o l u t i o n s  e t  tampons u t i l i s é s  s o n t  

r é p e r t o r i é s  dans  1' ai~r iexe  technique. 
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CULTURE BACTERIENNE ET PREPARATION DES ANTIGENES 

1 SOUCHES BACTERIENNES ET CONSERVATION 

1.1 Les souches bac té r iennes  

Les sérovars 1 e t  s u r t o u t  4b sont  ceux q u i  son t  l e s  p l u s  

fréquemment r e t r ouvés  en Europe e t  en France dans l e s  l i s t é r i o s e s  

humaines (123). C 'es t  l a  r a i s o n  pour l a q u e l l e  dans n o t r e  étude 

nous avons c h o i s i  une souche de L h m i a  rnonocytogenu sérovar  4b. 

- Les d i f f é r e n t e s  souches de ré fé rence  de l a  c o l l e c t i o n  du 

Professeur  H.P.R. SEELIGER on t  é t é  gracieusement fourn ies par  l e  

Docteur A.L. COURTIEU (Facu l té  de Médecine de Nantes). 

- Les souches de Sa2eptococcun daecaJ%, ~ p h y ~ o c o c c u n  

auneun e t  S&phylococc~cn ep idenmidd  ont  é t é  i s o l é e s  au Laborato i re .  

1.2 Conservat ion des souches 

Toutes l e s  souches sont  conservées p a r  l y o p h i l i s a t i o n .  

Les souches bac té r iennes  on t  é t é  ensemencées su r  une gé lose o r d i -  

n a i r e  q u i  a é t é  incubée18heures à 3 7 O  C. La c u l t u r e  e s t  émulsion- 

née dans 5 m l  de l a i t  écrémé s t é r i l i s é  20 minutes par  autoclavage 



TABLEAU 3 

SOUCHES DE REFERENCE DE LA COLLECTION 

DU PROFESSEUR H.P.R. SEELIGER 

Sérotypes de : Numéro de c o l l e c t i o n  donné par  l e  : 
LAZuia monocqZogenen : Labo ra to i r e  H o s p i t a l i e r  de Nantes : 

1/2 a 095 73 1801 
1/2 b 095 73 1802 
1/2 c 095 73 1803 

3 a 095 73 1804 
3 b  095 73 1805 
3 c 095 73 1806 

4 ab 095 73 1807 
4 a 095 73 1808 
4 b  095 73 1809 
4 c 095 75 1810 
4 d 095 73 1811 
4 e 095 75 1089 
4 g 095 75 1090 
4 f 095 75 1814 

5 095 73 1815 

6 095 73 1816 

7 095 73 1817 

1aett.ia g t r q i  



à 105O C. La suspens ion  b a c t é r i e n n e  e s t  r é p a r t i e  s o u s  un f a i b l e  

volume dans  d e s  ampoules p u i s  l y o p h i l i s é e  avec  un l y o p h i l i s a t e u r  

USIFROID. 

Avant u t i l i s a t i o n ,  l e s  germes l y o p h i l i s é s  mis en sus -  

pension dans  du b o u i l l o n  DTB s o n t  i n c u b é s  à 37O C pendant 1 8  

heures .  La c u l t u r e  e s t  e n s u i t e  r e p i q u é e  s u r  g é l o s e  o r d i n a i r e .  

E n t r e  les  e x p é r i e n c e s ,  l e s  souches  s o n t  conse rvées  s u r  

g é l o s e  à l a  t empéra tu re  du l a b o r a t o i r e .  

II LES CULTURES BACTERIENNES 

2.1 C u l t u r e  e n  erlenmeyer 

La c u l t u r e  en  vue de  l a  p r o d u c t i o n  d e s  a n t i g è n e s  a  é t é  

e f f e c t u é e  dans  l e s  er lenmeyers  d e  4  l i t res  de  b o u i l l o n  DTB ense- 

mencés p a r  100 m l  d ' u n e  p r é - c u l t u r e  de  2b h e u r e s  à 37O C.  La mas- 

s e  b a c t é r i e n n e  e s t  obtenue p a r  c e n t r i f u g a t i o n  à 600 g  à i 4O C 

pendant 20 minutes  au moyen d  ' une c e n t r i f u g e u s e  BECKMAN ( r o t o r  

JA 1 0 ) .  Le c o n t r 6 l e  de  l a  p u r e t é  d e s  c u l t u r e s  a  é t é  s u i v i  p a r  

i so lement  s u r  m i l i e u  g é l o s é  au sang.  



Les germes s o n t  r e c u e i l l i s  s t é r i l e m e n t ,  l a v é s  e n s u i t e  à 

t r o i s  r e p r i s e s  pa r  une s o l u t i o n  d ' e a u  phys io log ique  s t é r i l e  pour 

é l i m i n e r  t o u t e  t r a c e  de  m i l i e u  d e  c u l t u r e .  

Un er lenmeyer  de  4 l i t r e s  d e  m i l i e u  d e  c u l t u r e  f o u r n i t  

e n v i r o n  4 grammes ( p o i d s  humide) d e  b a c t é r i e s  avec  L ~ W &  mono- 

cytogenu. Les germes l a v é s  s o n t  c o n s e r v é s  p a r  c o n g é l a t i o n .  

2.2 C u l t u r e  en masse 

Les c u l t u r e s  en  fermenteur  q u i  o n t  é t é  r é a l i s é e s  p a r  

Monsieur DECk dans  l e  S e r v i c e  du P r o f e s s e u r  GUILLAUME p e r m e t t e n t  

l ' o b t e n t i o n  d ' u n e  q u a n t i t é  i m p o r t a n t e  de  m a t é r i e l  b a c t é r i e n .  Les 

b a c t é r i e s  s o n t  c u l t i v é e s  dans  un fermenteur  BIOLAFFITE (Gourdon- 

P o i s s y )  de  1 5  l i t r e s  de  c a p a c i t é .  C e t t e  méthode n é c e s s i t e  une pré-  

c u l t u r e  dans  une f i o l e  de  1 000 m l  dont  l e  contenu est i n j e c t é  

d a n s  l e  fermenteur  a p r è s  une i n c u b a t i o n  de  24 heures .  La c u l t u r e  

se d é r o u l e  s o u s  a g i t a t i o n  c o n s t a n t e  de  50 t o u r s  p a r  minutg e t  s o u s  

p r e s s i o n  c o n s t a n t e  d ' a i r  à l a  t empéra tu re  de  3 7 O  C pendant 8 h e u r e s  

a f i n  d ' o b t e n i r  d e s  b a c t é r i e s  en  phase  e x p o n e n t i e l l e  d e  c r o i s s a n c e .  

Le d é b i t  de  l ' a é r a t i o n  e s t  p o r t é  à un l i t r e  d ' a i r  p a r  volume de  

m i l i e u  e t  p a r  minute. L ' a d d i t i o n  de  1 ' ant imousse  ( B e r v a l o ï d e  t y p e  

5818) e s t  i n d i s p e n s a b l e  pour b a i s s e r  l a  t e n s i o n  s u p e r f i c i e l l e .  Les 

b a c t é r i e s  s o n t  r e c u e i l l i e s  p a r  c e n t r i f u g a t i o n  à l ' a i d e  d 'une  cen- 

t r i f u g e u s e  WESTPHALIA ( c l a r i f i c a t r i c e  KDD 600) ; c e c i  permet l ' o b -  

t e n t i o n  d ' e n v i r o n  65 g  de  L h t W i a  en po ids  humide. Les germes 

l a v é s  s o n t  conse rvés  p a r  c o n g é l a t i o n .  



III PREPARATION DES EXTRAITS ANTIGENIQUES 

Avant t o u t  broyage,  nous avons e f f e c t u é  un c o n t r e l e  de  

l a  p u r e t é  d e  l a  c u l t u r e  par  i so lement  s u r  m i l i e u  g é l o s é  au sang.  

3 .1  Broyage à l a  X p r e s s  

a )  P r i n c i p e  d e  l a  méthode ...................... 

Nous avons u t i l i s é  l e  c u l o t  b a c t é r i e n  provenant  s o i t  

du fe rmenteur ,  s o i t  d e s  c u l t u r e s  2n er lenmeyers .  Le c u l o t  e s t  

soumis au cryobroyage à l a  X p r e s s  s e l o n  l a  méthode employée 

p a r  DELVALLEZ e t  c o l 1  (31) .  

C e t t e  t e c h n i q u e  c o n s i s t e  à r e n d r e  l e s  b a c t é r i e s  r i g i d e s  

e t  c a s s a n t e s  en  les congé lan t  dans  l a  n e i g e  carbonique à une tem- 

p é r a t u r e  d e  - 25O C .  Le cryobroyage e s t  r é a l i s é  à l ' a i d e  de  l a  X 

p r e s s  (LKB BIOTECH) c o n s t i t u é e  de  deux c y l i n d r e s  symét r iques  en  a c i e r  

inoxydable  pouvant r e c e v o i r  l e  m a t é r i e l  b a c t é r i e n .  Les deux c y l i n d r e s  

communiquent e n t r e  eux pa r  un o r i f i c e  de  2 mm de  d i a m é t r e  c e  q u i  

permet le  passage  d e s  microorganismes é c l a t é s .  La r u p t u r e  d e s  pa- 

r o i s  b a c t é r i e n n e s  e s t  a s s u r é e  p a r  l ' a c t i o n  d ' u n e  f o r t e  p r e s s i o n .  

b) Mode o p é r a t o i r e  --------------- 

Le c u l o t  b a c t é r i e n  e s t  r e p r i s  dans  20 m l  de  tampon Tris 1 

s t é r i l e ,  a d d i t i o n n é  ou non de  lQ mN MgC12. La suspens ion  e s t  i n j e c t é e  



dans  l a  c e l l u l e  de  25 m l  p réa lab lement  p o r t é e  à b a s s e  t empéra tu re  

dans  l a  n e i g e  ca rbon ique ,  p u i s  broyée s o u s  une p r e s s i o n  de  28.10 

p s i .  Chaque suspens ion  e s t  soumise à 6 passages  c o n s é c u t i f s  à l a  

X p r e s s .  

3 . 2  Homogénéisation du b r o y a t  

La masse broyée e s t  t r a i t é e  dans  un homogénéiseur- 

broyeur  à couteaux "Virtis 45" pendant 5 minutes  à l a  v i t e s s e  de  

2 000 t o u r s  p a r  minute.  

3 . 3  P r é p a r a t i o n  d e  l ' e x t r a i t  a n t i q é n i q u e  d e  c e n t r i f u a a t i o n  

Le broya t  homogénéisé a p p e l é  e x t r a i t  b r u t  (CE = Crude 

E x t r a c t )  e s t  dans  un premier  temps c e n t r i f u g é  à 600 g pendant 20 

minutes  pour séd imente r  l e s  b a c t é r i e s  r e s t a n t e s .  P u i s  une cen- 

t r i f u g a t i o n  du su rnagean t  (CSE = Crude S o l u b l e  E x t r a c t )  à 40 O00 g 

au moyen d ' u n e  c e n t r i f u g e u s e  BECKMAN ( r o t o r  J 20) s é p a r e  les é l é -  

ments p a r t i c u l a i r e s  ( d o n t  les p a r o i s  b a c t é r i e n n e s )  d e s  a n t i g è n e s  

s o l u b l e s  d e  L h Z a i a .  Toutes l e s  o p é r a t i o n s  s o n t  e f f e c t u é e s  à une 

t empéra tu re  de  + 4 O  C ( t a b l e a u  4 ) .  



TABLEAU 4 

PREPARATION ANTIGENIQUE DE LISERIA MONUCYTUGENES ÇEROTYPE 4 

8 g de germes vivants de L i 4 . t e n - i ~  

monocgtogen~ lavés trois fois 

en eau physiologique stérile 0,85 p 100 Nacl 

I 
Cryobroyage à la X-press 28 000 psi 

20 ml de tampon Tris 1 additionné 

ou non de 10 mM de MgCl, 

Homogénéisation 2 000 t/mn 5 mn 

au broyeur couteaux type virtis 

Extrait brut 

CE (Crude Extract) 

Centrifugation à 600 g 

CSE (Crude Soluble Extract) culot 

extrait brut soluble 

Centrifugation à 40 000 g 



I V  OBTENTION DES SERUMS 

4.1 Procédés d'i inmunisation des l a p i n s  

Les l a p i n s  sont immunisés selon l a  méthode d é f i n i e  par 

VAITUKAITIS (161) q u i  permet d 'ob ten i r  des imrnun-sérums à p a r t i r  

de t r è s  f a i b l e s  quan t i t és  d'antigènes. On c h o i s i t  un l a p i n  adu l te  

pesant 3 à 3 , 5  kilogrammes exempt de tou tes  maladies. 

Nous immunisons par l o t s  de t r o i s  l a p i n s  (géants des 

Flandres-élevage Cegav) de façon à ob ten i r  un poo l  de sérum. Avant 

d'immuniser l e s  l ap ins ,  on l e u r  pré lève 5 m l  de sérum q u i  sont 

t es tes  par  immunodiffusion contre l e s  e x t r a i t s  ant igéniques de 

L h t ~ ~ ,  Streptocoque, e t  Staphylocoque pour v é r i f i e r  1 ' absence 

de réac t i on  immunologique v i s  à v i s  de ces germes. 

Les l a p i n s  rasés sur l e s  f lancs  reco ivent  par  vo ie 

intradermique un volume de mélange suivant  : 

- So lu t i on  ant igénique .................................. 1 m l  

- Adjuvant incomplet de Freund (Labora to i re  D i f c o )  . . . . . . . 1 m l  

On émulsionne soigneusement l e  mélange j u s t e  avant 

l' i n j e c t i o n .  



Les i n j e c t i o n s  s o n t  f a i t e s  en  p l u s i e u r s  p o i n t s s u r  l a  peau 

du f l a n c  ; un r a p p e l  à l i e u  t r o i s  semaines a p r é s  l a  première  in -  

j e c t i o n .  

Les sérums s o n t  p r é l e v é s  1 5  j o u r s  a p r é s  la  seconde in -  

j e c t i o n ,  par sa ignement  au niveau de  l a  v e i n e  marg ina le  de  l ' o r e i l -  

l e .  Les sérums s o n t  conse rvés  conge lés ,  p a r  a l i q u o t  de  1 m l .  

P r é p a r a t i o n  d e s  sérums immuns 

- Immun-sérums a n t i - b a c t é r i e s  e n t i è r e s  .................................... 

L ' a n t i g è n e  u t i l i s é  à é t é  d e s  L a ~ h  v i v a n t e s  à 10  9 

b a c t é r i e s / m l  mélangé à un volume é g a l  d ' a d j u v a n t  incomplet  de  

Freund. Le l a p i n  est p r o t é g é  t r o i s  j o u r s  a p r é s  l ' i n j e c t i o n  de  

l a  s o l u t i o n  b a c t é r i e n n e ,  p a r  un t r a i t e m e n t  à l a  P é n i c i l l i n e  

( 1  m i l l i o n  u n i t é s  i n t e r n a t i o n a l e s )  i n j e c t é e  une s e u l e  f o i s  p a r  

vo ie  i n t r a m u s c u l a i r e .  On procède à t r o i s  i n j e c t i o n s  p a r  v o i e  

in t radermique  s é p a r é e s  p a r  un i n t e r v a l l e  de  t r o i s  semaines chacune. 

- Immun-sérums p o l y v a l e n t s  

Les s o l u t i o n s  a n t i g é n i q u e s  o n t  é t é  l e  C E ,  l e  CSE e t  l e  



- Immun-sérums monovalents ........................ 
La s o l u t i o n  ant igénique i n j e c t é e  aux l a p i n s  a é t é  préparée 

à p a r t i r  d 'un  p i c  de p r é c i p i t a t i o n  ant icorps-ant igène obtenu par  l a  

technique de LAURELL (86) selon l e s  modal i tés déc r i t es  par DELVALLEZ 

e t  c o l 1  (31). 

4,2 Sérums humains 

I l s  ont  é t é  d i v i s é s  en deux groupes : 

- un premier groupe composé Se sérums n é g a t i f s  provenant de 

femmes enceintes, de nouveau-nés e t  de personnes saines ou pré- 

sentant des man i fes ta t ions  pathologiques non l i s té r i ennes .  

- l e  deuxième groupe ; sérums p o s i t i f s  de femmes enceintes ; 

mères de nouveau-nés, nouveau-nés chez q u i  a é té  i s o l é  Lihtwcia 

monocqtogen~. 

Les sérums sont r é p a r t i s  en a l i q u o t s  de 1 m l  e t  congelés 

à - zoo C. 

V DOSAGE DE PROTEINES (LOWRY (89) ) 

Le dosage des pro té ines  e s t  r é a l i s é  selon l a  méthode de 

LOWRY (89) au r é a c t i f  de b i u r e t  en u t i l i s a n t  une s o l u t i o n  standard 

de sérum albumine (SIGMA) pour l a  gamme éta lon.  



5 . 1  Gamme d e  sérum albumine bovine  

1 0  mg d e  sérum albumine bovine  s o n t  d i s s o u s  d a n s  ?O m l  

d ' e a u  d i s t i l l é e .  La s o l u t i o n  mère a i n s i  p r é p a r é e  e s t  d i l u é e  avec  

de  l ' e a u  d i s t i l l é e  de  façon s u i v a n t e .  

: S o l u t i o n  mére z0 Concen t ra t ion  F i n a l e  : 

............................................................. 

5 . 2  Mode o p é r a t o i r e  

A 0 , 2  m l  d e  s o l u t i o n  p r o t é i q u e  à d o s e r ,  d i l u é e  de  façon 

à e n t r e r  dans  l a  gamme s t a n d a r d  e t  0 , 2  m l  de  chaque c o n c e n t r a t i o n  

s t a n d a r d  on a j o u t e  2 m l  de  r é a c t i f  du b i u r e t .  L'ensemble e s t  mé- 

l a n g é  e t  l a i s s é  30 minutes  à l ' o b s c u r i t é  à l a  t empéra tu re  du l a -  

b o r a t o i r e .  On a j o u t e  rapidement à chacun d e s  t u b e s  0 , 2  m l  de  

r é a c t i f  d e  F o l i n  d i l u é  au demi extemporanément en eau d i s t i l l é e  

e t  on mélange d è s  l ' a d d i t i o n ,  c a r  c e  r é a c t i f  e s t  t r è s  i n s t a b l e  

e n  m i l i e u  a l c a l i n .  



La colorat ion s e  développe en 15 minutes à l ' obscur i t é .  

Elle r e s t e  s t ab le  environ deux heures. 

La l ec tu re  des r é su l t a t s  s e  f a i t  au spectrophotomètre 

à l a  longueur d'onde de 660 nm. Les solutions sont lues  contre 

l e  témoin réac t i f .  



CHAPITRE II : 

METHODES IMMUNOLOGIQUES 

- Méthodes de dé tec t i on  des antigènes 

- Méthodes de t i t r a g e  des ant icorps  



METHODES DE DETECTION DES ANTIGENES 

1 IMMUNOOIFFUSION EN GELOSE PAR LA METHODE D ' OUCHTERLONY (115) 

Cet te méthode cons is te  à f a i r e  d i f f u s e r  l ' u n  vers l ' a u t r e  

une s o l u t i o n  ant igénique e t  un antisérum contenant des an t icorps  

p r é c i p i t a n t s  d i r i g é s  con t re  ces antigénes. Nous avons u t i l i s é  l ' i m -  

munodif fusion pour une première appréc ia t ion  du nombre d'ant igènes, 

e t  pour l ' é t u d e  du rappor t  des concentrat ions antigénes-anticorps. 

1.1 Mode opéra to i re  

a) Préparat ion des lames ..................... 

Les lames de 25x75 mm sont mises p lus ieu rs  j ou rs  dans de 

l ' a l c o o l  avant u t i l i s a t i o n .  Les lames sont déposées par 6 sur l e  

chassis LKB-GELMAN. 

Les chassis é t a n t  garn is ,  par fa i tement  ho r i zon ta l ,  chaque 

rangée de t r o i s  lames r e ç o i t  13 m l  d'agar fondue à 50° C, r e f r o i d i e  

à température ambiante à l ' a b r i  de l a  poussière sous couvercle pen- 

dant 10 minutes. L'empreinte des t rous  es t  f a i t e  à l 'empor te  pièce 



LKB dans  l a  g é l o s e  s o l i d i f i é e ,  s e l o n  l a  d i s p o s i t i o n  e t  l a  t a i l l e  

s o u h a i t é e ,  p u i s  les c h a s s i s  s o n t  p l a c é s  s u r  l e  p o r t e - c h a s s i s  à 

4O C pour une l é g è r e  c o n t r a c t i o n  de  l a  g é l o s e ,  c e  q u i  f a c i l i t e  

l ' e x t r a c t i o n  u l t é r i e u r e  du g e l  dans  l e s  t r o u s .  

b)  Immunodif f u s i o n  --------------- 

Les s o l u t i o n s  a n t i g é n i q u e ~  à a n a l y s e r  s o n t  déposées  d a n s  

les t r o u s  à l a  p i p e t t e  automat ique GILSON : dépd t  d e  1 0  1 pour d e s  ru 
t r o u s  de  2 mm d e  d i a m è t r e  sur 2  mm de  profondeur .  Les c h a s s i s  s u r  

l e u r  p o r t e - c h a s s i s ,  s o n t  p l a c é s  en atmosphère humide dans  d e s  b o î t e s  

he rmét iques ,  g a r n i e s  d e  p a p i e r  f i l t r e  humid i f i é .  

Les lames s o n t  abandonnées 24 h e u r e s  à une t empéra tu re  de  

37O C, p u i s  24 h e u r e s  à 4O C pour f a v o r i s e r  une bonne p r é c i p i t a t i o n  

d e s  a r c s .  Il e s t  p o s s i b l e  de  r e c h a r g e r  l e s  p u i t s  a p r è s  un d é l a i  d e  

24 heures .  Après un s é j o u r  à 4O C ,  l e s  lames s o n t  immergées une 

heure  dans  une s o l u t i o n  de  c i t r a t e  pour é l i m i n e r  les faux a r c s .  

L ' e x c è s  de  m a t é r i e l  d i f f u s i b l e  e s t  en levé  p a r  deux l ava-  

g e s  e f f e c t u é s  d a n s  l a  s o l u t i o n  de  c h l o r u r e  d e  sodium à 0,85 p100, 

e t  e n f i n  un d e r n i e r  l avage  dans  l ' e a u  d i s t i l l é e  pendant une n u i t  

à 4O C. 



Le séchage a  l i e u  sous papier  Whatman no 1 par simple éva- 

po ra t i on  à l a  température ambiante. On v e i l l e  à ce que tous l e s  t rous  

so ien t  entièrement rempl is  d'eau au moment de p lacv r  l e  papier  What- 

man leque l  e s t  déposé humid i f i é  sur l a  gélose. Ces prscaut ions év i -  

t e n t  l ' éc la tement  de l a  c i rconférence des t rous  l o r s  du séchage. A 

l a  f i n  du séchage, l e  papier  f i l t r e  se r e t i r e  sans d i f f i c u l t é .  Les 

lames sont détachées du chassis e t  numérotées p u i s  colorées dans l a  

s o l u t i o n  d'amidoschwarz 10 8 pendant 5  minutes. Les lames sont déco- 

lo rées  dans deux bains successi fs  de s o l u t i o n  de décolorat ion.  

II IMMUNOELECTROPHORESE BIDIMENTIONNELLE D ' APRES LAURELL (86) 

Le mélange ant igénique es t  préalablement séparé par 

électrophorèse ( l è r e  dimension), pu i s  soumis à une seconde é lec t ro -  

phorèse dans un g e l  contenant un antisérum po lyva len t  ou monospéci- 

f i q u e  (2ème dimension). 

2.1 Mode opéra to i re  

a )  Préparat ion des lames ..................... 

Les lames de ver re  de 90x110~15 mm, lavées e t  dégraissées 

reço ivent  un volume de 16 m l  dragarose fondue à 90° C. Le g e l  es t  

r e f r o i d i  e t  s o l i d i f i é .  On pra t ique à l 'emporte p ièce  APELEX un p u i t s  

de 10 mm de long. Ls q e l  es t  asp i ré  par une p i p e t t e  pasteur. On 



dépose  30 1 d e  s o l u t i o n  a n t i g é n i q u e  à a n a l y s e r  ; a p r è s  é v a p o r a t i o n  P 
à t empéra tu re  ambiante ,  l e  p u i t s  est rempl i  p a r  un mélange d ' a g a r o s e  

e t  d e  b leu  de  bromophénol fondu à 90° C e t  r e f r o i d i  à une tempéra- 

t u r e  d e  45O C. Le b leu  sert de  témoin de  m i g r a t i o n .  

b )  Première  dimension ------------------ 

La m i g r a t i o n  est i n d u i t e  p a r  un c o u r a n t  c o n t i n u  f o u r n i  

p a r  un g é n é r a t e u r  t y p e  SHANDON, donnant une d i f f é r e n c e  de  p o t e n t i e l  

de  1 0  \/cm pendant  60 minutes .  Le pontage e s t  a s s u r é  p a r  du p a p i e r  

Whatman no 1 imbibé  du Tampon vérona l .  

c )  Deuxième dimension ------------------ 

A l a  f i n  de  l a  p remiè re  m i g r a t i o n ,  on en léve  l e  g e l  inu- 

t i l e  ne conse rvan t  que l ' é t r o i t e  bande con tenan t  l e s  p r o t é i n e s .  On 

p r é p a r e  1 4  m l  d ' a g a r o s e  pour l a  deuxième dimension dans  l a q u e l l e  

l'immun-sérum s p é c i f i q u e  e s t  incorporé .  Le g e l  e s t  c o u l é  rapidement 

s u r  l a  lame. 

La deuxième m i g r a t i o n ,  q u i  s e  d é r o u l e  pe rpend icu la i rement  

à l a  migra t ion  p remiè re ,  a  l i e u  s o u s  3 volts/cm pendant 16 heures .  

P u i s  l e s  lames s o n t  p r e s s é e s  pendant une h e u r e ,  e n s u i t e  

l a v é e s  dans une s o l u t i o n  d e  c h l o r u r e  d e  sodium à 0,85 p l 0 0  par  deux 

b a i n s  s u c c e s s i f s .  P u i s  un d e r n i e r  l a v a g e  à l ' e a u  d i s t i l l é e  précède 

l e  séchage s o u s  p a p i e r  Whatman no 1 e t  l a  c o l o r a t i o n  au b l e u  de  

Coomassie -R. 



III IMMUNOELECTROPHORESE SIMPLE "TECHNIQUE DES ROCKETS" DIAPRES 

AXELSEN (10) 

Cet te  méthode consis te à f a i r e  pénétrer  l ' a n t i g è n e  dans l e  

g e l  imprégné d 'ant isérum sous l ' i n f l u e n c e  d 'un  champ é lec t r ique.  Nous 

avons u t i l i s é  c e t t e  technique pour l a  dé tec t i on  e t  l a  déterminat ion 

q u a n t i t a t i v e  des ant igènes élués dans l e s  f r a c t i o n s  de Sépharose 40 

e t  Séphacryl S400, a f i n  d ' é t a b l i r  un rappor t  en t re  l a  concentrat ion 

en proté ines e t  l a  concentrat ion en antigène. 

Les lames de ver re  lavées, dégraissées reço ivent  un volume 

de 16 m l  d'agarose. Le g e l  es t  r e f r o i d i  e t  à l ' a i d e  d'emporte pibces 

APELEX des p u i t s  de 1,5 mm de diamètre sont découpés sur une bande 

d'agarose q u i  e s t  conservée. Le r e s t a n t  du g e l  es t  découpé e t  rempla- 

cé par un mélange d'agarose e t  d'immun-sérum mélangé comme précédem- 

ment. 

Les échan t i l l ons  à analyser sont déposés sous un courant 

de 2 volts/cm. La m ig ra t i on  se pou rsu i t  pendant 16 heures. 

Les opérat ions de lavage, de c o l o r a t i o n  e t  déco lora t ion  

se font de façon i d e n t i q u e à c e l l e s  d é c r i t e s  pour l a  technique de 

LAURELL ( 8 6 ) .  



METHODES DE TITRAGE DES ANTICORPS 

1 SERO-AGGLUTINATION 

Nous avons utilisé la méthode classique d'agglutination 

(142) en tube des suspensions antigéniques O de L h t U z &  monocyto- 

genu délivrées par l'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- 

trique de raison 2 des sérums à tester en solution tampon phosphate 

pH 7,2 à partir d'une dilution initiale au 1:20. La réaction con- 

siste à ajouter 0,25 ml de suspension antigénique à 0,25 ml de cha- 

que dilution du sérum. Le mélange antigene-sérum est placé en in- 

cubation de 12 heures à 37O C. 

La lecture se fait à l'oeil nu à l'aide de l'agglutinos- 

cope. Chaque tube est comparé à un tube témoin (sérum sans suspen- 

sion antigénique). L'agglutination O est fine, nette et résistante 

à l'agitation. Les titres sont exprimés par le dénominateur de la 

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



I I  IMMUNOENZYMOLOGIE 

La technique E. L. 1. S. A. ( Enzyme-Linked-Immunosorbent-Assay ) 

e s t  une méthode immunoenzymologique v i san t  à met t re  en évidence une 

r é a c t i o n  ant igène-ant icorps à l ' a i d e  d'un antisérum marqué par un 

enzyme, l a  phosphatase a l c a l i n e  c e l l e - c i  é tan t  révélée à l ' a i d e  d 'un 

subs t ra t  spéc i f ique l e  para-ni t rophénylphosphate .  

Nous avons u t i l i s é  c e t t e  technique pour l e  sérodiagnost ic  

de l i s t é r i o s e  a f i n  de dé tec ter  l e s  IgG e t  IgM dans l e s  sérums humains. 

Cet te  technique a é té  mise au p o i n t  par ENGVALL e t  PERLMAN (481 ,  

modi f iée  par  CARLIER e t  c o l l  (25) e t  adaptée à l ' a n t i g é n e  2 de fhte)r.&% 

mon0cy.tagene.l par DELVALLEZ e t  c o l l  (32).  

2.1 Mode opéra to i re  

La réac t i on  e s t  r é a l i s é e  sur plaque "Microél isa"  en immulon 

à fond p l a t  (DYNATECH) . 

a) Tapissage des cupules ..................... 

Chaque cupule r e ç o i t  100 ,LI~ de s o l u t i o n  ant igénique d i l uée  

dans un tampon carbonate bicarbonate 0 , l  M pH 9 , 6 .  i e s  plaques sont 

incubées une n u i t  à température ambiante, pu i s  lavées t r o i s  f o i s  avec 

du tampon phosphate tween à 1 ' a ide du laveur  automatique " ~ ~ n a w a s h e r  



(DYNATECH). E l l e s  sont p rê tes  à 1 'emploi, mais peuvent ê t r e  conge- 

l é e s  à -20° C. Dans CS cas, on e f fec tue  un nouveau lavage dans l e  

tampon phosphate tween avant u t i l i s a t i o n .  

b) Incubat ion  avec l e s  sérums .......................... 

Les sérums humains sont d i l u é s  au 1:10 selon une progres- 

s i o n  géométrique de r a i s o n  2 avec du tampon phosphate tween. Chaque 

cupule r e ç o i t  100 1 de sérum à tes te r .  Pour chaque sérum l e s  t e s t s  r 
sont  f a i t s  en double. Les plaques sont placées à température ambiante 

pendant 4 heures, pu i s  lavées t r o i s  f o i s  avec l e  tampon phosphate 

tween. 

c )  Incubat ion  avec l e s  conjugués ............................. 

Ceux-ci sont d i l u é s  dans l e  tampon phosphate tween à l a  

concentrat ion chois ie.  Les conjugués a n t i  IgM ( c h a i n e p )  e t  l e s  a n t i  

IgG (chaine couplés à l a  phosphatase a l c a l i n e  selon l a  technique 

dtAVRAMEAS ( 9 ) ,  nous ont  é t é  f o u r n i  par FUMOUZE. Les conjugués sont 

a jou tés  à r a i s o n  de 1 0 0 ~ 1  par cupule. Les plaques sont incubées une 

n u i t  à + 4 O  C e t  lavées t r o i s  f o i s  par du tampon phosphate tween. 

d) Mesure de l ' i n t e n s i t é  de l a  réac t i on  enzyme-substrat .................................................... 

On a jou te  dans chaque cupule 100 1 d'une s o l u t i o n  de para- /' 
ni trophénylphosphate à 1 mg/rnl dans du tampon diéthanolamine à pH 

9 , s .  Les plaques sont icrcb6es 1 heure à l a  température ambiante. 



l0 T a p i s s a q e  d e s  c u p u l e s  

- Avec a n t i g è n e  de L.htW~k monocytogenen. 

I n c u b a t i o n  une  n u i t  à t e m p é r a t u r e  am- 

b i a n t e .  

- Lavages 

2 O  I n c u b a t i o n  a v e c  les sé rums  

- Pendant  4 h e u r e s  à t e m p é r a t u r e  a m b i a n t e .  

L ' a n t i c o r p s  a b s o r b é  s u r  l ' a n t i g è n e .  

- Lavages 

3O I n c u b a t i o n  a v e c  les  c o n j u g u é s  à l a  

Phospha ta se  a l c a l i n e  

- Pendant  une n u i t  à + 4' C 

- Lavages 

Ir0 A d d i t i o n d u  s u b s t r a t  enzymat ique  

- I n c u b a t i o n  pendân t  une h e u r e  

- L e c t u r e  d e s  r é s u l t a t s  

FIGURE 5 : SCHEMA DES DIFFERENTES EPAPES DE LA TECHNIQUE E.L.I.S.A. 



La r é a c t i o n  e s t  a r r & t é e  p a r  l ' a d d i t i o n  dans  chaque c u p u l e  de  25 1 t-' 
d e  NaoH ZN. L ' i n t e n s i t é  d e  l a  c o l o r a t i o n  e s t  mesurée à une longueur  

d ' o n d e  de  450nmà l ' a i d e d u l e c t e u r  de  p laque  MICROELISA AUTO READER. 

III  DETECTION DU FACTEUR RHUMATOIDE 

Le f a c t e u r  rhumatoide p r é s e n t  d a n s  l e  sérum d ' i n d i v i d u s  

a t t e i n t s  de  p o l y a r t h r i t e  rhumatoide,  a p p a r t i e n t  à l a  c l a s s e  d e s  IgM 

l e  p l u s  souvent .  Le f a c t e u r  rhumatoide est m i s  en év idence  par  réac- 

t i o n  d ' a g g l u t i n a t i o n  d i r e c t e  s u r  lame à l ' a i d e  d e s  p a r t i c u l e s  de  l a -  

t e x  c o u v e r t e s  d e  gamma-globulines humaines f o u r n i e s  s o u s  forme d e  

c o f f r e t  rhumalatex p a r  FUMOUZE. 

3.1 Mode o p é r a t o i r e  

Le d é p i s t a g e  s u r  lame ; l e  sérum à examiner d o i t  ê t r e  f r a f -  

chement p r é l e v é  ou conse rvé  p a r  c o n g é l a t i o n .  Les sérums e t  l e s  r é a c -  

t i f s  do iven t  ê t r e  à t empéra tu re  ambiante  pour  e f f e c t u e r  l a  r é a c t i o n .  

Le sérum e s t  d i l u é  ; 0 ,05  m l  dans  1 m l  de  s o l u t i o n  de  tam- 

pon g l y c o c o l l e  pH 8,2. On dépose une g o u t t e  d e  sérum d i l u é  sur d e s  

c a s e s  de  l a  lame. On a j o u t e  s u r  l a  c a s e ,  une g o u t t e  de  r é a c t i f  de  

l a t e x  g l o b u l i n e s  a p r è s  a v o i r  soigneusement a g i t é  l a  suspension.  Les 

deux g o u t t e s  s o n t  b i e n  mélangées. On imprime à l a  lameun l e n t  mouvement 

d e  r o t a t i o n .  Le r é s u l t a t  d ' a g g l u t i n a t i o n  e s t  observé  en deux minu tes  

s u r  un fond n o i r .  



Une r é a c t i o n  p o s i t i v e  se c a r a c t é r i s e  p a r  l a  p résence  

d 'une  a g g l u t i n a t i o n  mass ive ,  v i s i b l e  à l ' o e i l  nu, d ' a p p a r i t i o n  

r a p i d e .  La r é a c t i o n  e s t  l u e  p a r  r a p p o r t  aux témoins (sérum po- 

s i t i f  e t  sérum n é g a t i f ) .  



C H A P I T R E  III : 

METHODES CHROMATOGRAPHIQUES 



METHODES CHROMATOGRAPHICUES 

D é s i r a n t  é t u d i e r  l e s  d i f f é r e n t s  a n t i g è n e s  de  L h t ~ . & z  

monocyZugen&4 il nous é t a i t  i n d i s p e n s a b l e  d e  f a i r e  un cho ix  quan t  

aux c r i t è r e s  d e  s é p a r a t i o n  que nous a l l i o n s  u t i l i s e r .  

Une p r o t é i n e  s e  d é f i n i e  en e f f e t  p a r  4 g rands  c r i t è r e s  

p r i n c i p a u x  : - t a i l l e ,  

- c h a r g e ,  

- s t r u c t u r e ,  

- f o n c t i o n  b io log ique .  

A chacun d e  c e s  c r i t è r e s  co r respond  un modèle de  sépa- 

r a t i o n .  Nous avons c h o i s i  les deux p remie rs .  

- A l a  t a i l l e  correspond l e s  méthodes . Elec t rophorèse  en  g e l  

. Gel f i l t r a t i o n  

- A l a  charge  correspond échangeuse d ' i o n s .  

I CHROMATOGRAPHIE SUR GEL DE F I L T R A T I O N  

Nous avons u t i l i s é  deux t y p e s  de  g e l ,  g e l  Sépharoçe 48 

(PHARMACIA) et  un g e l  Séphacryl  s u p e r f i n e  400 (PHARMACIA) s o u s  un 

volume d e  5 0 0  n 1  en sur?ens ion  dans  d- l ' e a u  d i s t i l l é e .  



- Le g e l  sépharose 48 e s t  l avé  soigneusement par  du tampon 

T r i s  2. Le g e l  par fa i tement  dégazé e s t  versé dans une colonne de 1 

mètre. Le g e l  e s t  s t a b i l i s é  par 2 volumes de tampon d ' é l u t i o n  à un 

d é b i t  de 12 ml/heure. La colonne e s t  c a l i b r é e  par une étude des sé- 

para t ions  de mélange des pro té ines  (KIT PHARMACIA). 

- b leu  de dextran 2 OOO.... PM 2.10 
6 ...................... 

- Tyroglobul ine ( thyro ïde  de boeuf).  PM 669.10 
3 ............. 

- Catalase (sérum de boeuf). PM 232.10 
3 ..................... 

- Sérum albumine (sérum de boeuf).  PM 67.10 
3 ............... 

L ' é c h a n t i l l o n  es t  appl iqué au haut  de l a  colonne, l e  f l û x  

du tampon é t a n t  descendant. L ' e f f l u e n t  es t  c o l l e c t é  à l ' a i d e  du c o l -  

l e c t e u r  (PHARMACIA FRAC 300) avec enregistrement de l a  densi té op- 

t i q u e  des é l u a t s  (Enregist reur  REC 2 PHARMACIA). 

- Le g e l  séphacryl  super f ine es t  l avé  avec du Tampon T r i s  

3. Le montage s ' e f f e c t u e  comme précédemment avec un d é b i t  rap ide  de 

120 ml/heure pour  ob ten i r  un l i t  chromatographique homogène. Nous 

avons procédé pour l e  r e s t e  des opérat ions de l a  même façon que pour 

l a  chromatographie sur sépharose 48. 

- Concentrat ion par u l t r a f i l t r a t i o n  : l e s  f rac t ions  d ' é l u -  

t i o n  sont r e c u e i l l i e s  à f r o i d ,  concentrées sur  membrane DIAFLC (Ami- 

con type YM 10). La concentrat ion s ' e f f e c t u e  sous courant d 'azo te  



sous une pression de 1 bar e t  sous a g i t a t i o n  magnétique. La d i a l y s e  

e s t  pou rsu i v ie  cont re  de l ' eau  d i s t i l l é e .  

II CHROMATOGRAPHIE ECHANGE D'IONS 

Nous avons u t i l i s é  1 ' appare i l lage proposé récemment (1982) 

par PHARMACIA ''FPLC" (Fast-Liquid-Chromatography) chromatographie 

l i q u i d e  rap ide  des proté ines.  Cet équipement permet d ' o b t e n i r  une 

haute réso lu t i on ,  des rendements importants pendant des temps t r è s  

cou r t s  de séparation. 

La colonne u t i l i s é e  e s t  une colonne échangeuse d 'anion 

mono Q (PHARMACIA). La colonne, d é l i v r é e  dans une s o l u t i o n  à 24 

p l00  d t 6 t h a n o l  e t  d'eau avec un i o n  s u l f a t e  comme cont re  i o n  e s t  

lavée avec : 

- 5 m l  de tampon A de départ  (de f a i b l e  force ion ique)  ; p u i s  

10 ml 'de  tampon 8 (de f o r t e  fo rce  ionique)  ce qu i  permet d ' é q u i l i -  

b re r  avec l e  contre i o n  que nous avons c h o i s i  ; e n f i n  5 m l  de Tam- 

pon 1 de départ. 

La colonne a i n s i  é q u i l i b r é e  es t  p rê te  à l ' emp lo i .  

Un appare i l  à gradient  programmable es t  incorporé au 

systéme. 



L ' é c h a n t i l l o n  e s t  i n j e c t é  à la colonne, l e  f l û x  de la 

colonne é tan t  descendant. L ' e f f l u e n t  e s t  c o l l e c t é  à l ' a i d e  du 

c o l l e c t e u r  PHARMACIA précedernment ci té .  

III DESSALAGE ET CONCENTRATION SUR COLONNE PD 10 

Nous avons pra t iqué un dessalage sur des p e t i t e s  colon- 

nes prê tes  à l ' e m p l o i  de Sephadex G-25 M (PD 10 PHARMACIA). Il 

s ' a g i t d e p e t i t e s  colonnesde5 cm contenant un volume de 9 , l  m l  

q u i  permettent rapidement de changer de tampon e t  de concentrer. 



RESULTATS 



CHAPITRE 1 : 

ETUDE ANTIGENIQUE DE LlSTERlA MONUCYTUGENES 

SEROVAR 4b 



1 ANALYSE ANTIGENIQUE 

1.1 Les e x t r a i t s  a n t i q é n i q u e s  

a )  R é s u l t a t s  --------- 

Nous avons v é r i f i é  l ' e f f i c a c i t é  du broyage p a r  deux 

numérat ions  s u c c e s s i v e s  du nombre de  b a c t é r i e s  v i v a n t e s  a v a n t  e t  

a p r è s  passage  à l a  X-press. Le rendement e s t  de  l ' o r d r e  d e  90 p100. 

Nous sommes p a r t i s  d e s  b a c t é r i e s  broyées  e n  tampon Tris 1 

a d d i t i o n n é  ou non d e  10  mM d e  MgC12. Le b r o y a t ,  nous a  f o u r n i  l ' e x -  

t r a i t  b r u t ,  CE q u i  a  é t é  d é b a r r a s s é  d e s  b a c t é r i e s  i n t a c t e s  q u i  pou- 

v a i e n t  encore  s ' y  t r o u v e r  p a r  une première  c e n t r i f u g a t i o n  à 600 g. 

Nous avons  obtenu un s u r n a g e a n t ,  CSE dans  l e q u e l  s e  t r o u v e  l e s  a n t i -  

gènes  s o l u b l e s  avec  l e s  p a r o i s  e t  les d é b r i s  membranaires. Nous avons  

e n s u i t e  s é p a r é  l e s  p a r o i s  d e s  a n t i g è n e s  s o l u b l e s  p a r  une c e n t r i f u g a -  

t i o n  à 40 000 g. Ces d e r n i e r s  o n t  é t é  r e t r o u v é s  dans  l e  su rnagean t  

a p p e l é  540. 

Notre é t u d e  a n t i g é n i q u e  a  p o r t é  s u r  l e s  a n t i g è n e s  s o l u b l e s  

de  540. 
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Chaque b r o y a t  nous  a f o u r n i  e n v i r o n  20 m l  d e  540 l égé -  

rement  o p a l e s c e n t  e t  d e  c o u l e u r  j a u n a t r e  c o n t e n a n t  6 à 1 4  mg d e  

p r o t é i n e s  p a r  m l .  

Les q u a n t i t é s  o b t e n u e s  pour  chacun d e s  e x t r a i t s  é t a i e n t  

très f a i b l e s .  De ce f a i t ,  il nous  a  f a l l u  r a s s e m b l e r  p l u s i e u r s  

l o t s  d e  façon à p o u v o i r  e f f e c t u e r  t o u s  les  essais n é c e s s a i r e s  à 

l ' é t u d e  a n t i g é n i q u e  : p r é p a r a t i o n  d e s  e x t r a i t s  CE,  CSE, S40 e t  

immunisa t ion  d e s  l a p i n s .  Le nombre d e  l o t  e f f e c t u é  pour  chacun 

d e s  d i f f é r e n t s  e x t r a i t s  a i n s i  que  les  q u a n t i t é s  o b t e n u e s p o u r c h a -  

cun  d ' e n t r e  eux s o n t  résumés  d a n s  l e  t a b l e a u  5 .  

b )  Conc lus ion  ---------- 

La t e c h n i q u e  d e  c ryobroyage  (31 )  q u e  nous  avons  employée 

pour  l a  p r é p a r a t i o n  d e s  e x t r a i t s  a n t i g é n i q u e s  semble  r e p r o d u c t i b l e  

d a n s  les q u a n t i t é s  o b t e n u e s c o m m e l e  montre l e  t a b l e a u  5. 

Les q u a n t i t é s  o b t e n u e s  d e s  e x t r a i t s  a n t i g é n i q u e s  lyo-  

p h i l i s é s  s o n t  d e  : - 2 000 mg pour l ' e x t r a i t  b r u t  C E  

- 210 mg pour l ' e x t r a i t  s o l u b l e  S40 

S i  nous  r a p p o r t o n s  ces d i f f é r e n t e s  q u a n t i t é s  a u  p o i d s  

humide d e s  b a c t é r i e s  d e  d é p a r t ,  nous  t r o u v o n s  que  ces q u a n t i t é s  

r e p r é s e n t e n t  s e u l e m e n t  : - 25 p l 0 0  d e  CE 

- 2 , 5  p l00  d e  S40 



Le CE représente l'antigène total de Lh tUia  monocyitogenu 

obtenu aprés passage au broyeur à couteaux. C'est un mélange de pa- 

rois des débris mernbranaires 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 540. 

1.2 Détection des antigènes 

a) Résultats --------- 

Les immun-sérums de lapins 

En préliminaire nous avons vérifié qu'avant l'infection, 

tous les sérums de lapins ne présentaient aucun arc de précipita- 

tion en immunodiffusion sur gélose (115) vis à vis des extraits de 

Ldtuk monocy2ogenU et des souches de S~lep~ococcun doec&A et 

S;taphyCocacc~ curneun réputés avoir des réactions croisées avec 

L d 2 ~ i . u  monocg~ogenU. L'extrait antigénique choisi pour ces sou- 

ches est le S40 que nous avons préparé. 

Nous avons inoculé à quatre lapins une suspension bacté- 

9 rienne de LhtUia vivantes. Une suspension de 10 bactéries par ml 

est injectée sous un volume de 1 ml, ce qui correspond à une densité 

optique de 10, lue à une longueur d'onde de 660 nm au spectrophoto- 

mètre MONOSPAC 105. 



Après c e t t e  i n j e c t i o n ,  deux l a p i n s  s u r  q u a t r e  o n t  montré 

d e s  s i g n e s  é v i d e n t s  d ' i n f e c t i o n  l i s t é r i e n n e .  Nous avons donc d é c i -  

dé  d ' e n t r e p r e n d r e  un t r a i t e m e n t  a n t i b i o t i q u e  à l a  P é n i c i l l i n e  G à 

l a  dose  de  un m i l l i o n  d ' u n i t é s  i n t e r n a t i o n a l e s .  Nous avons r e p r i s  

l a  P é n i c i l l i n e  G p a r  1 m l  d ' e a u  phys io log ique  s t é r i l e .  Nous avons  

i n j e c t é  0 , 5  m l  d e  l a  suspens ion  p a r  v o i e  i n t r a m u s c u l a i r e  pour cha- 

que l a p i n .  

Malgré c e  t r a i t e m e n t  l e s  deux l a p i n s  malades s o n t  mor t s ,  

les deux a u t r e s  o n t  f o u r n i  d e s  immun-sérums r i c h e s  en a n t i c o r p s  

p r é c i p i t a n t s .  Ces a n t i c o r p s  a p p a r a i s s e n t  a p r è s  l a  t r o i s i è m e  i n j e c -  

t i o n  e t  a t t e i g n e n t  l e u r  maximum a p r è s  l a  qua t r i ème  i n j e c t i o n .  

Les e x t r a i t s  a n t i g é n i q u e s  CE, &SE, o n t  é t é  i n o c u l é s  aux 

l a p i n s  à r a i s o n  d e  10  mg par  i n j e c t i o n  en p résence  d ' a d j u v a n t  i n -  

complet de  Freund s e l o n  l e  p r o t o c o l e  d é f i n i  dans  l a  p a r t i e  m a t é r i e l  

e t  méthodes : - s e p t  l a p i n s  o n t  é t é  i n o c u l é s  p a r  l ' e x t r a i t  b r u t  CE ; 

- un l a p i n  a  é t é  i n f e c t é  p a r  l e  CS€ ; 

- c i n q  l a p i n s  o n t  é t é  i n o c u l é s  p a r  l e  540. 

Tous c e s  e x t r a i t s  a n t i g é n i q u e s  o n t  f o u r n i  d e s  immun- 

sérums r i c h e s  e n  a n t i c o r p s  p r é c i p i t a n t s .  



Analyse des antigènes 

Les résultats obtenus avec l'extrait antigénique, S40 

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

utilisés : - sérums de lapins anti-bactéries entières ; 
- sérums de lapins anti CE ; 
- sérums de lapins anti CSE ; 

- sérums de lapins anti S40. 

Ces résultats apparaissent sur la PHOTO 1. 

Trois arcs de précipitation sont révélés avec les immun- 

sérums anti-bactéries entières, et anti 540. Nous observons la pré- 

sence de deux arcs majeurs ; l'un situé près du puits central, l'au- 

tre à proximité du dépdt des immun-sérums. 

Il est évident que la réaction d'OUCHTERLONY (115) se 

prête mal au dénombrement des arcs de précipitation. Ivlais elle a 

eu pour nous l'énorme avantage de nous donner une idée du rapport 

antigène-anticorps à utiliser pour obtenir toute précipitation. 

L'analyse antigénique de l'extrait S40 a été étudiée 

par immunoélectrophorèse bidimentionnelle vis à vis des immun- 

sérums anti S40, et anti-bactéries entières. 





PHOTO 1 : IMMUNODIFFUSION EN GELOSE 

L'immunodiffusion s e  p a s s e  24 h e u r e s  à 37O C s u i v i e  d 'un  

s é j o u r  de  24 h e u r e s  à 4O C. 

l0 : - S o l u t i o n  a n t i g é n i q u e  540 de  L d t e n h  monocgtogenecs s é r o v a r  

4b ; à 1 0  p l  à 8 , 8  mg p a r  m l  en p r o t é i n e s  dans  l e  p u i t s  c e n t r a l .  

- Immun-sérum a n t i - b a c t é r i e s  e n t i è r e s  p r é l e v é  à d e s  temps v a r i a -  

b l e s  au c o u r s  de  l ' immunisa t ion  du l a p i n ,  10  1 dans  l e s  p u i t s  t' 
p é r i p h é r i q u e s .  

2O : - S o l u t i o n  a n t i g é n i q u e  S40 d e  L ~ t ~ . i u  monocytogenecl s é r o v a r  4 b ,  

10 1 à 8 , 8  mg p a r  m l  dans  l e  p u i t s  c e n t r a l .  r 
- Immun-sérum a n t i  S40, 10  1 dans  les p u i t s  p é r i p h é r i q u e s .  IU 

3 O  : - Immun-sérum p o l y v a l e n t  a n t i  S40, 10  p l  dans  l e  p u i t s  c e n t r a l .  

- F r a c t i o n s  1, 2 ,  3 ,  4 ,  5 ob tenues  du S40 p a r  f i l t r a t i o n  s u r  g e l  

de  Sépharose  48,  10  p l  de  chaque f r a c t i o n .  

4 O  : - Immun-sérum monovalent a n t i - a n t i g è n e  2 ,  10  1 dans  l e  p u i t s  r 
c e n t r a l .  

- F r a c t i o n s  1, 2 ,  3 ,  4 ob tenues  du 540 p a r  f i l t r a t i o n  s u r  g e l  d e  

Sépharose  48,  1 0  1 de  chaque f r a c t i o n .  Y 



Nous avons obtenu 17 pics de précipitation dans l'extrait 

antigénique S40 vis à vis de l'immun-sérum homologue, comme l'in- 

dique la PHOTO III. 

Parmi les 17 antigènes solubles détectés par irnmunoélec- 

trophorèse bidimentionnelle, deux antigènes A et 8 sont majeurs. La 

migration de l'antigène A sur l'agarose est relativement lente, com- 

me elle l'est en gélose dans le cas de l'immunodiffusion où l'arc de 

précipitation qui semble correspondre à l'antigène A est proche du 

puits central. L'antigène 8 pourrait correspondre au deuxième arc 

majeur obtenu en imrnunodiffusion. 

L'immun-sérum anti-bactéries entières révéle 9 pics de 

précipitation dont l'antigène majeur est représenté par le pic B 

comme le montre la PHOTO II. 

Les réactions d'identité entre l'antigène 2 révélé avec 

l'immun-sérum anti S40 et l'antigène majeur obtenu avec l'immun- 

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

DELVALLEZ et col1 (31) concluent qu' il s'agit du même 

antigène présent chez la bactérie entière, qu'on retrouve également 

dans le contenu cellulaire. 



PHOTO II : IMMUNOELECTROPHORESE BIDIMENTIONNELLE DE 

L'EXTRAIT ANTIGENIQUE 540 DE LZSTERZA MONOCYTOGENES 

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

l0 dimension : mig ra t ion  sous 10 V/cm pendant 60 minutes 

Z0 dimension : mig ra t ion  sous 3 V/cm pendant 16 heures 

- Solut ion antigénique, 10 ,u l  3 14 mg par m l  en proté ines 

- Immun-sérum, 8 1 par cm 
2 

t' 
9 p i c s  de p r é c i p i t a t i o n  dont l e  p i c  B es t  majeur 



PHOTO III : IMMUNOELECTROPHORESE BIDIMENTIONNELLE DE 

L'EXTRAIT ANTIGENIQUE 540 DE LlSTERIA MONOCYTOGENES 

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

l0 dimension : m i g r a t i o n  sous 10 V/cm pendant 60 minutes 

Z0 dimension : m i g r a t i o n  sous 3 V/cm pendant 16 heures 

- S o l u t i o n  an t igén ique ,  2 0 , u l  à 8,8 mg pa r  m l  en p r o t é i n e s  

- Immun-sérum, 6 1 p a r  cm 
2 

/-' 

17 p i c s  de p r é c i p i t a t i o n s  dont  deux majeurs p i c  A e t  p i c  B. 



b )  Conclus ion ---------- 
Les r é s u l t a t s  que nous avons  ob tenus  en  immunoélectropho- 

rèse d e s  e x t r a i t s  S40 v i s  à v i s  d e s  immun-sérums a n t i  S40, nous o n t  

permis  de  c o n c l u r e  que l a  s t r u c t u r e  a n t i g é n i q u e  e s t  p l u s  complexe 

que ne 1' a v a i t  démontrée ARMSTRONG (5) .  

Nos r é s u l t a t s  conf i rment  les t r a v a u x  e f f e c t u é s  p a r  DELVAL- 

LEZ e t  c o l 1  (31)  s u r  l a  s t r u c t u r e  a n t i g é n i q u e  de  L h t f U k  mor~ocy~ogen4n. 

Cependant,  nous avons remarqué que l e  nombre d ' a n t i g è n e s  

ob tenus  à p a r t i r  d e  l ' e x t r a i t  S40 v i s  à v i s  d e  son sérum homologue 

v a r i e  d ' u n  e x t r a i t  à un a u t r e  e t  d ' u n  sérum à un a u t r e .  Il e s t  é v i -  

d e n t  que l a  q u a l i t é  d e s  immun-s6rums dépend d e  l a  p r é p a r a t i o n  d e s  

e x t r a i t s  a n t i g é n i q u e s  e t  de  l a  r éponse  immunologique du l a p i n .  

Af in  de  v é r i f i e r  l a  q u a l i t é  de  l a  p r é p a r a t i o n  d e  nos  e x t r a i t s  

S 4 0 ,  n o u s  a v o n s  soumis l e  même e x t r a i t  540 à une immunoéleciro- 

phorèse  b i d i m e n t i o n n e l l e  v i s  à v i s  d e s  d i f f é r e n t s  immun-sérums a n t i  

S40. Dans l a  m a j o r i t é  d e s  c a s  nous avons obtenu l e s  1 7  p i c s  d e  p r é c i -  

p i t a t i o n  avec  que lques  v a r i a t i o n s  d ' u n  immun-sérum à un a u t r e .  

I l  semble donc que l e  nombre d ' a n t i g è n e s  r é v é l é s  dépend 

p l u s  de  l a  q u a l i t é  d e  l'immun-sérum que de  l a  p r é p a r a t i o n  a n t i g é n i q u e .  



I I  FRACTIONNEMENT SUR GEL DE FILTRATION 

2.1 Tampons d ' e x t r a c t i o n  

Notre première idée es t  de séparer l e s  17 antigènes détec- 

t é s  dans l e  540. 

Avant de passer à l a  f i l t r a t i o n  sur ge l ,  nous avons effec- 

tué des essais avec d i f f é r e n t s  tampons d 'ex t rac t i on .  

a) Résu l ta ts  --------- 

Tro i s  tampons ont  é té  u t i l i s é s  pour c e t t e  étude à p a r t i r  
/ 

du tampon T r i s  1 mod i f i é  : - Tampon a = inchange 

- Tampon b = sans ch lo ru re  de magnésium 

- Tampon c = p lus  EDTA 

La composit ion de ces tampons obtenus à p a r t i r  de T r i s  1 

modi f ié  e s t  d é t a i l l é e  dans l 'annexe technique. 

Les e x t r a i t s  540 en tampon T r i s  a o n t  donné des images s i -  

m i l a i r e s  en immunoélectrophorèse b id i rnent ionnel le  ( 8 6 )  e t  immunodif- 

fus ion  sur gélose (115) aux e x t r a i t s  540 e f fec tués  en Tâmoon T r i s  b 

sans ch lo rure  de magnésium. Nous avons obtenu dans l e s  deux types 

d ' e x t r a i t s  17 antigènes contenus dans l e  540. 



L'essai e f f e c t u é  e n  tampon c s ' e s t  s o l d é  p a r  un échec .  

L ' e x t r a i t  a n t i g é n i q u e  S40,  ob tenu  à p a r t i r  du b r o y a t  e n  tampon c 

a n a l y s é  en  immunoé lec t rohporèse  b i d i m e n t i o n n e l l e  v i s  à v i s  d e  

l'immun-sérum p o l y v a l e n t  a n t i  S40, nous  a  r é v é l é  deux a n t i g è n e s  

seu lemen t  au l i e u  d e s  1 7  a n t i g è n e s  escomptés .  

Ce r é s u l t a t  p o u r r a i t  s ' e x p l i q u e r  p a r  l e  f a i t  q u ' i l  y a  

eu  une  d é g r a d a t i o n  d e s  a n t i g è n e s  d e  L&.t4nkt monocgZogeneA. 

Cet essai n ' a  é té  r é a l i s é  q u ' u n e  s e u l e  f o i s  ; s a n s  dou- 

t e  d ' a u t r e s  e x p é r i e n c e s  s e r a i e n t  n é c e s s a i r e s  pour  d é t e r m i n e r  i ' a c -  

t i o n  d e  1'EDTA ( a c i d e  é t h y l è n e  d iamine  t é t r a - a c é t i q u e )  s u r  les  a n t i -  

g è n e s  d e  L h t ~ k t  monocytogenu. 

b)  Conc lus ion  ---------- 

Ce tampon n ' a  p a s  é t é  r e t e n u  u l t é r i e u r e m e n t .  Nous n ' a v o n s  

p a s  n o t é  d e  d i f f é r e n c e  d a n s  l e  nombre et l a  s é p a r a t i o n  d e s  a n t i g è n e s  

a v e c  l e s  tampons a  e t  b. Ces d e r n i e r s  o n t  é té  r e t e n u  pour  nos  b r o y a t s .  

2.2 Sur  Sépha rose  48 

P l u s i e u r s  essais o n t  é t é  réalisés p o u r  l a  s é p a r a t i o n  d e s  

a n t i g è n e s  s o l u b l e s  c o n t e n u s  d a n s  l ' e x t r a i t  540.  



a )  R é s u l t a t s  --------- 
Le S40 a  t o u j o u r s  é t é  employé à une c o n c e n t r a t i o n  de  1 0  mg 

e n  p r o t é i n e s  i n j e c t é e  s o u s  un volume de  1 , 5  m l ,  a p r è s  c e n t r i f u g a t i o n  

à 5 000 t/mn à + 4O C pendant 20 minu tes  à l ' a i d e  de  l a  c e n t r i f u g e u s e  

JOUAN E96. 

L ' é l u t i o n  d e s  d i f f é r e n t e s  f r a c t i o n s  s ' e f f e c t u e  pa r .500  m l  

d e  tampon Tris 2  à un d é b i t  de  1 2  m l  pa r  heure .  

Les f r a c t i o n s  d e  3 , 5  m l  chacune s o n t  ï e c u e i l l i e s  s u i v a n t  

l e  p r o f i l  d ' é l u t i o n  r e p r é s e n t é  dans  l a  FIGURE 1. 

Nous avons obtenu c inq  f r a c t i o n s  ; F r a c t i o n  1, F r a c t i o n  2 ,  

F r a c t i o n  3 ,  F r a c t i o n  4 ,  F r a c t i o n  5. 

b) Concen t ra t ion  d e s  f r a c t i o n s  pa r  u l t r a f i l t r a t i o n  ............................................... 

Les f r a c t i o n s  r e p r é s e n t a n t  chacune d e s  p i c s  d e  p r o t é i n e s  

g l u é e s  s o n t  : - F r a c t i o n  1 correspond au p i c  A 

- F r a c t i o n  2 correspond au p i c  B 

- F r a c t i o n  3 correspûnd au p i c  C 

- F r a c t i o n  4  correspond au p i c  D 

- F r a c t i o n  5 correspond au p i c  E 
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Les 5 f r a c t i o n s  s o n t  d i a l y s é e s  à f r o i d  c o n t r e  d e  l ' e a u  

d i s t i l l é e  e t  c o n c e n t r é e s  chacune v i n g t  f o i s  s u r  membranes DIAFLO 

YM 1 0  q u i  r e t i e n n e n t  l e s  p r o t é i n e s  dont  l e  p o i d s  m o l é c u l a i r e  e s t  

s u p é r i e u r  à 1 0  000 d a l t o n s .  

Les f r a c t i o n s  f i l t r é e s  e t  c o n c e n t r é e s  s o n t  a n a l y s é e s  

e n  immunodiffusion e t  immunoélectrophorèse b i d i m e n t i o n n e l l e  pour 

d é t e r m i n e r  l a  composi t ion a n t i g é n i q u e  de  chacune. 

2 . 3  Déterminat ion d e  l a  composi t ion a n t i g é n i q u e  

a )  R é s u l t a t s  --------- 

Les f r a c t i o n s  1, 2,  3 ,  4, 5 s o n t  déposées  dans  un premier 

temps en immunodiffusion v i s  à v i s  de  l'immun-sérum p o l y v a l e n t  a n t i  

Les r é s u l t a t s  s o n t  montrés  dans l a  PHOTO 1. 

- les f r a c t i o n s  1 e t  5 ne donnent aucun a r c  de  p r é c i p i t a t i o n  ; 

- l a  f r a c t i o n  2 donne un s e u l  a r c ,  f a i b l e ,  peu v i s i b l e  a p r è s  

c o l o r a t i o n  ; 

- l a  f r a c t i o n  3 donne deux a r c s  dont  un majeur ,  p l u s  c o l o r é  ; 

- l a  f r a c t i o n  4 donne t r o i s  a r c s  dont  un a r c  majeur  q u i  ne pré- 

s e n t e  aucune communauté avec  l ' a r c  majeur r é v é l é  dans  l a  f r a c -  

t i o n  3. 



b )  Conclusion ---------- 

Les p r o d u i t s  élués dans l e s  p i c s  A e t  B, n ' o n t  donné aucun 

a rc  de p r é c i p i t a t i o n  avec l e s  immun-sérums polyvalents.  

Ce r é s u l t a t  démontre que ces composés se sont révélés 

non ant igéniques chez l e  l ap in .  Nous n'avons pas mené d 'au t res  ex- 

périences sur ces fonct ions.  

Comme nous l ' avons  déjà constaté, l a  r é a c t i o n  dlOUCHTERLONY 

(115) es t  i n s u f f i s a n t e  pour déterminer l a  composit ion ant igénique des 

f r a c t i o n s  3 e t  4. 

L'immunoélectrophoréçe b id iment ionne l le  de ces f r a c t i o n s  

nous a donné l e s  r é s u l t a t s  su ivants : 

- 7 antigènes dont l e  p i c  B m a j o r i t a i r e  sont présents dans l a  

f r a c t i o n  3 comme l ' i n d i q u e  l a  PHOTO I V  

- 10 antigènes sont présents dans l a  f r a c t i o n  4 comme l e  montre 

l a  PHOTO V 

La chromatographie sur Sépharose 48 nous a donné un frôc- 

tionnement des antigènes solubles de L&5t&tia monocq~ogenea en deux 

groupes : 



PHOTO I V  : IMMUNOELECTROPHORESE BIDIMENTIONNELLE DE LA 

FRACTION 3 DE LA CHROMATOGRAPHIE SUR SEPHAROSE 48 

l0 dimension : mig ra t i on  sous 10 V/cm pendant 60 minutes 

Z0 dimension : mig ra t i on  sous 3 V/cm pendant 16 heures 

- F r a c t i o n  3, 30 pl à 1 mg pa r  m l  en pro té ines  

- Immun-sérum po lyva len t  a n t i  S40, 6 ~1 par cm 
2 

1 

7 antigènes son t  détectés dont l e  p i c  B e s t  m a j o r i t a i r e .  



PHOTO V : IMMUNOELECTROPHORESE BIDIMENTIONNELLE DE LA 

FRACTION 4 DE LA CHROMATOGRAPHIE SUR SEPHAROSE 48 

l0 dimension : mig ra t i on  sous 10 V/cm pendant 60 minutes 

Z0 dimension : mig ra t i on  sous 3 V/cm pendant 16 heures 

- F r a c t i o n  4, 3 0 ~ 1  à 1,4 mg par m l  en pro té ines  

- Immun-sérum po lyva lent  anti-S40, 6 1 par cm 
2 

Y 
10 ant igénes pr inc ipaux sont détectés. 



- l e  premier  groupe composé de 7 ant igènes de po ids  mo lécu la i r e  

rapproché, é lués dans l e s  f r a c t i o n s  50 à 70 ; 

- l e  deuxième groupe composé de 10 ant igènes de po ids  molécu- 

l a i r e  rapproché,élués dans l e s  f r a c t i o n s  70 à 80. 

D'après l e s  données chromatographiques de c a l i b r a t i o n  de 

l a  colonne 17 ant igènes dé tec tés  o n t  un po ids  mo lécu la i r e  compris 

3 3 
e n t r e  232.10 e t  67.10 da l tons.  Ce q u i  exp l ique  nos d i f f i c u l t é s  

pour o b t e n i r  une bonne sépara t ion  des antigènes. Nous n'avons pas 

pu o b t e n i r  d 'an t igène  pu r  su r  Sépharose 48. Nous avons donc c h o i s i  

un a u t r e  t ype  de ge l ,  l e  g e l  Séphacryl  5400 q u i  e s t  de t e x t u r e  beau- 

coup p l u s  f i n e .  

2.4 Sur Séphacryl  5400 

a )  Résu l t a t s  --------- 

Pour augmenter l e  pouvo i r  de r é s o l u t i o n ,  nous avons u t i l i s é  

un tampon d ' é l u t i o n  de f o r c e  i on ique  p l u s  élevée, l e  T r i s  3. Le d é b i t  

d ' é l u t i o n  e s t  de 12 m l  pa r  heure comme précédemment. 

Les r é s u l t a t s  de l a  chromatographie sont  représentés dans 

l a  FIGURE 2. 

Nous avons également obtenu c i n q  p i cs .  
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FIGURE 2 : COURDC D'ELIITION DE LA CIlROI~IATOGRAI'tI~€ SlJli GEL SEPHACRYL S400 
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Les f rac t ionssontrassemblées  s e l o n  l e  diagramme d ' é l u t i o n .  

Les f r a c t i o n s  r e p r é s e n t a n t  chacune d e s  p i c s  d e  p r o t é i n e s  g l u é e s  s o n t  : 

- F r a c t i o n  1 correspond au p i c  A l  

- F r a c t i o n  2 correspond au p i c  B 1  

- F r a c t i o n  3 correspond au p i c  C l  

- F r a c t i o n  4 correspond au p i c  D l  

- F r a c t i o n  5 correspond au p i c  E l  

Les c i n q  f r a c t i o n s  s o n t  c o n c e n t r é e s  e t  d i a l y s é e s  d e  façon 

analogue aux f r a c t i o n s  i s o l é e s  à p a r t i r  d e  f i l t r a t i o n  s u r  g e l  de  

Sépharose 48. Les u l t r a f i l t r a t s  i s s u s  d e  chaque f r a c t i o n  o n t  é té  

a n a l y s é s  en  immunodiffusion sur g é l o s e  e t  immunoélectrophorèse b i -  

d i m e n t i o n n e l l e  v i s  à v i s  de  l'immun-sérum po lyva len t  a n t i  S40. 

b) Conclus ion 

Les r é s u l t a t s  immunologiques d e s  f r a c t i o n s  ob tenues  p a r  

f i l t r a t i o n  s u r  S é p h a c r y l  S400 s e  s o n t  a v é r é s  i d e n t i q u e s  à ceux 

précédemment d é c r i t s  pour l a  s é p a r a t i o n  s u r  Sépharose 48. 

Nous avons  pu o b t e n i r  une c o n s t a n c e  remarquable dans  nos 

r é s u l t a t s  a u s s i  b i e n  dans  l e s  diagrammes d ' é l u t i o n  i s s u s  d e s  deux 

types  d e  chromatographie  s u r  S é p h a r o s e 4 8 e t  s u r  Séphacryl  S400, que 

dans l a  r é g u l a r i t é  d e s  r é s u l t a t s  immunologiques d ' immunodif fus ion 

e t  d ' immunoélectrophoréçe.  



La f i l t r a t i o n  s u r  g e l  est donc une méthode q u i  ne p e u t  

ê t r e  u t i l i s é e  que comme t e c h n i q u e  d ' approche  du f rac t ionnement  d e s  

a n t i g è n e s  s o l u b l e s  de  L h & X &  m0nocy;togenea. 

C e c i  nous a  i n c i t é  à c h e r c h e r  d ' a u t r e s  méthodes de  sépa-  

r a t i o n  c a p a b l e s  de  nous f o u r n i r  d e s  a n t i g è n e s  p u r s  d e  LiAtetrh mono- 

cqZogcnecl. 

III  L'ANTIGENE 2 

L ' é t u d e  de  l a  s t r u c t u r e  a n t i g é n i q u e  d e  L i A t a i a  monocyta- 

genecl e t  d e s  a n t i c o r p s  p r é c i p i t a n t s  é l a b o r é s  p a r  l e s  l a p i n s  immuni- 

sés p a r  l e s  e x t r a i t s  a n t i g é n i q u e s  CE, CSE, S40 nous o n t  permis d e  

d é c e l e r  l a  p résence  d ' u n  a n t i g è n e  majeur ,  l ' a n t i g è n e  2. 

Cet a n t i g è n e  a  é t é  d é j à  i s o l é  e t  i d e n t i f i é  p a r  DELVALLEZ 

e t  c o l 1  (31).  

Les o b s e r v a t i o n s  concernan t  c e t  a n t i g è n e  2 s o n t  i n t é r e s -  

s a n t e s  : - c ' e s t  l ' a n t i g è n e  q u i  p a r a î t  ê t r e  p r é s e n t  en  m a j o r i t é  

chez  l a  b a c t é r i e  ; 

- 1' a n t i g è n e  se r é v é l a i t  s p é c i f i q u e  du genre  L d t a i a .  

Auss i  nous avons c h o i s i  d ' e n  é t u d i e r  l e s  p r o p r i é t é s  

immunologiques e t  d ' e f f e c t u e r  s a  p u r i f i c a t i o n .  



L ' a n t i g è n e  2 p u r i f i é  d e v r a i t  p e r m e t t r e  d ' a b o u t i r  à un 

d i a g n o s t i c  r igoureusement  s p é c i f i q u e  d e  l i s t é r i o s e .  Pour f a i r e  

c e t t e  é t u d e ,  n o u s a v o n s e f f e c t u é  p l u s i e u r s e s s a i s d e  p u r i f i c a t i o n  : 

- p a r  f i l t r a t i o n  s u r  g e l  Sépharose  48, Séphacry l  5400 ; 

- p a r  d é t e c t i o n  de  l ' a n t i g è n e  2 à p a r t i r  d e s  f r a c t i o n s  obtenues  

e n  f i l t r a t i o n  s u r  g e l  p a r  l a  méthode d i t e  d e s  "rackets" q u i  

est une immunoélectrophorèse s imple .  

Pour e f f e c t u e r  c e t t e  p u r i f i c a t i o n  il nous a f a l l u  p r é p a r e r  

d e s  immun-sérums monovalents a n t i - a n t i g è n e  2. 

3.1 C a r a c t è r e s  immunoloqiques 

a )  Immun-sérums monospécif iques  ............................ 

R é s u l t a t s  

Nous avons  p r é p a r é  d e s  immun-sérums monosp6cif iques  s e l o n  

l e s  m o d a l i t é s  d é c r i t e s  p a r  DELVALLEZ (31) .  

Vu l a  complexi té  a n t i g è n i q u e  de  l ' e x t r a i t  540 que nous avons 

d é c r i t  précédemment, nous avons c h o i s i  d ' e f f e c t u e r  l a  p r é p a r a t i o n  d e  

c e t  immun-sérum monovalent en  deux é t a p e s .  



- Dans un p remie r  temps, l ' e x t r a i t  540 a  6 t é  déposé v i s  

à v i s  d ' u n  immun-sérum p o l y v a l e n t ,  a n t i  540. 

Après m i g r a t i o n ,  l ' a n t i g é n e  2 a p p a r a î t  ne t t ement  s a n s  r é -  

v é l a t i o n  s p é c i f i q u e  d e s  p r o t é i n e s ,  sous  forme d ' u n  p i c  d e  p r é c i p i -  

t a t i o n  a n t i g h n e - a n t i c o r p s .  S e u l e  l a  p a r t i e  s u p é r i e u r e  a  é t é  p r é l e -  

vée ,  mise en suspens ion  e t  homogénéisée dans  2 m l  d ' a d j u v a n t  incom- 

p l e t  de  Freund. 

Les i n j e c t i o n s  au l a p i n  o n t  é t é  f a i t e s  p a r  v o i e  i n t r a d e r -  

mique s e l o n  l a  t e c h n i q u e  (161) que nous avons employée pour l a  pré-  

p a r a t i o n  d e s  immun-sérums p o l y v a l e n t s  ( c f  p a r t i e  m a t é r i e l  e t  méthodes).  

Le l a p i n  a  é té  s a i g n é  15 j o u r s  a p r è s l a d e u x i è m e  i n j e c t i o n .  

- Dans un second temps : l ' e x t r a i t  540 a  é t é  déposé v i s  à 

v i s  de  cet  immun-sérum monovalent. Le s e u l  p i c  de  p r é c i p i t a t i o n  en 

immunoélectrophorése b i d i m e n t i o n n e l l e  r e p r é s e n t a n t  l ' a n t i g é n e  2 a  

é t é  p r é l e v é  e t  i n j e c t é  à un deuxiéme l a p i n .  L'immun-sérum obtenu 

e s t  s p é c i f i q u e  de  l ' a n t i g è n e  2 ,  comme l e  montre l a  PHOTO VI. 

Conclus ion 

I l  e s t  é v i d e n t  que l ' o b t e n t i o n  d'immun-sérum monovalent e s t  

d i f f i c i l e ,  é t a n t  donné que nous p a r t o n s  d ' u n  e x t r a i t  S40, q u i  e s t  un 



complexe antigénique. Le pic prélevé sans coloration pourrait être 

contaminé par d'autres antigènes. C'est la raison pour laquelle nous 

avons préparé une série d'immun-sérums anti-antigène 2, pour auqmen- 

ter la monospécificité. 

b) Détection de l'antigène 2 ......................... 

Résultats 

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

filtration sur Sépharose 48. 

L'immunodiffusion sur gélose de l'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 immunoélectrophorèse bidimention- 

nelle comme le montre respectivement les PHOTO I et V I .  

Conclusion 

L'antigène 2 est présent dans la fraction 3 qui est con- 

posée de 7 antigènes ; cet antigène 2 existe en majorité comme le 

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

de cette fraction. 



PHOTO V I  : IMMUNOELECTROPHORESE BIDIMENTIONNELLE AVEC GEL 

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

l0 dimension : migrat ion sous 10 V/cm pendant 60 minutes 

2' dimension : migrat ion sous 3 V/cm pendant 16 heures 

- Fract ion 3, Z O p l  à 1 mg par m l  en protéines 

- Immun-sérum anti-antigene, 9 p l  par cm' dans l e  g e l  in termédia i re  

- Immun-sérum anti-S40, 8 1 par cm 2 
P 

Un seul  p i c  de p r é c i p i t a t i o n  dans l e  g e l  in termédia i re  représentant 



IV PURIFICATION DE L'ANTIGENE 2 

4 .1  Chromatographie f i l t r a t i o n  s u r  q e l  

Avant d e  rassembler  les f r a c t i o n s  50 à 70 ob tenues  de  l a  

f i l t r a t i o n  s u r  Sépharose  40 e t  Séphacry l  5400 4 y l d e  chacune d e s  

f r a c t i o n s  précédemment c i t é e s  s o n t  déposées  v i s  à v i s  d e  100 P' 
d'immun-sérum a n t i - a n t i g è n e  2. Les p i c s  de  p r é c i p i t a t i o n  o n t  une 

hau teur  q u i  e s t  f o n c t i o n  d e  l a  c o n c e n t r a t i o n  en a n t i g è n e 2 .  S e u l e s  

l e s  f r a c t i o n s  59 à 65 où l ' a n t i g è n e  2 e s t  f o r t  concen t ré ,  o n t  Bté 

regroupées ,  d i a l y s é e s  c o n t r e  l ' e a u  d i s t i l l é e .  La f r a c t i o n  3 obtznue 

e s t  également  c o n c e n t r é e  p a r  u l t r a f i l t r a t i o n  s u r  membrane DIAFLO 

env i ron  20 f o i s .  

a )  R é s u l t a t s  --------- 

La f r a c t i o n  3 a  é t é  c o n t r ô l é e  pa r  immunoélectrcphorèse 

b i d i m e n t i o n n e l l e  v i s  à v i s  de  l'immun-sérum a n t i  S40. La f r a c t i o n  

3 c o n t i e n t  l ' a n t i g è n e  2  en q u a n t i t é  a p p r é c i a b l e .  Nous avons  obser-  

vé l a  p r é s e n c e  d ' a u t r e s  a n t i g è n e s  contaminant  l ' a n t i g è n e  2.  

b) Conclus ion ---------- 

L ' a n t i g è n e  2 e s t  p u r i f i é  d e  façon p a r t i e l l e .  L 'emploi  

d ' a u t r e  t e c h n i q u e  s e r a i t  i n d i s p e n s a b l e  pour s a  p u r i f i c a t i o n .  



4.2 Chromatographie d 'échange d ' i o n s  

L ' e x t r a i t  a n t i g é n i q u e  540 à 8 , 2  mg en p r o t é i n e s  p a r  m l  à 

é t é  i n j e c t é e  à l a  colonne mono Q ( - c H ~ - N + - ( c H ~ ) ~ )  l a v é e  e t  é q u i l i -  

b r é e  s e l o n  les  i n s t r u c t i o n s  d é c r i t e s  dans  l a  p a r t i e  m a t é r i e l  e t  

méthodes, s o u s  un volume de  1 m l  a p r è s  f i l t r a t i o n  de  l ' e x t r a i t  s u r  

f i l t r e  m i l l i p o r e  0 , 2 2  m. I-' 

Nous avons c h o i s i  un tampon Tris Hcl 20 mM pH 8. Après 

dépô t  de  l ' e x t r a i t  a n t i g é n i q u e  S40, l e s  p r o t é i n e s  f i x é e s  s o n t  

e n s u i t e  é l u é e s  p a r  un g r a d i e n t  l i n é a i r e  de  f o r c e  i o n i q u e  d e  O à 

1 M d e  Nacl d a n s  l e  tampon A.  Le volume t o t a l  du g r a d i e n t  e s t  de  

1 l i t r e .  Le d é b i t  d ' é l u t i o n  e s t  d e  60 ml/heure.  

P l u s i e u r s  p i c s  o n t  é t é  ob tenus  s u r  l ' e n r e g i s t r e m e n t  de  

l ' é l u a t  à une longueur  d 'onde d e  280 nm. Nous avons r e p r é s e n t é  

seulement  l e  p i c  d ' é l u t i o n  de  l ' a n t i g è n e  2 d é t e c t é  dans  les f r a c -  

t i o n s  68 à 73 p a r  l a  t echn ique  d e  " r o c k e t s "  à l ' a i d e  de  l'immun- 

sérum a n t i - a n t i g è n e  2  e t  é l u é  à une c o n c e n t r a t i o n  de  0,3M e n  Nacl 

comme l e  montre l a  f i g u r e  3.  

Les f r a c t i o n s  de  0 , 5  m l  chacune s o n t  r a s semblées  en  une 

s e u l e  f r a c t i o n  A. 

La f r a c t i o n  A e s t  d e s s a l é e  s u r  co lonne  PD 10  d e  Séphadex 

G-25 M .  C e t t e  d e r n i è r e p e r m e t  également  d e c o n c e n t r e r  l a  f r a c t i o n  A.  





.PHOTO V I 1  : IMMUNOELECTROPHORESE BIDIMENTIONNELLE DE L'ANTIGENE 2 

PURIFIE PAR CHROMATOGRAPHIE D'ECHANGE D'ANIONS 

l0 dimension : mig ra t i on  sous 10 V/cm pendant 60 minutes 

Z0 dimension : m i g r a t i o n  sous 3 V/cm pendant 16 heures 

- F r a c t i o n  A concentrée 5 f o i s  sur  colonne PD 10, 40 1 Y 
- Immun-sérum po lyva len t  a n t i  S40 6 1 par cm Y 

2 

Un s e u l  p i c  de p r é c i p i t a t i o n  représentant l ' a n t i g è n e  2 pur. 



a) Résultats --------- 

La fraction A dessalée et concentrée 5 fois est analysée 

par immunoélectrophorèse (86 ) vis à vis d'un immun-sérum anti S40. 

Nous avons obtenu un seul pic de précipitation comme l'indique la 

PHOTO VII. 

b) Conclusion ---------- 

L'échange d'ions aboutit à la purification de l'antigène 

2 comme le montre le contrale effectué en immunoélectrophorèse bi- 

dimentionnelle. Elle permet également l'isolement de l'antigène 2 

immunologiquement pur à partir de l'extrait 540. 



CHAPITRE II : 

APPLICATION DE L'ETUDE ANTIGENIQUE 

AU SERO-DIAGNOSTIC DE LA LISTERIOSE 



APPLICATION DE L'ETUDE ANTIGENIQUE 

AU SERO-DIAGNOSTICDELALISTERIOSE 

1 TITRAGE DES ANTICORPS DANS LES SERUMS 

1.1 Réaction immunoenzymatique 

Les conditions optimales de la réaction ont été fixées lors 

des essais préliminaires. 

a) Choix de l'antigène 

La complexité antigénique de l'extrait 540 mise en évidence 

par les études d'immunodiffusion et d'immunoélectrophoréçe dans le 

premier chapitre de notre étude antigénique de L-btUh monocyttogen~ 

sérovar 4b, nous a incité à préparer pour la réaction immunoenzyma- 

tique, une fraction antigénique purifié et spécifique de L-bfuia. 

En effet, des travaux effectués (32) au laboratoire sur 

l'extrait S40 employé en E.L.I.S.A., n'ont pas permis d'obtenir une 

bonne différenciation entre les sérums positifs et négatifs ; c'est 

à la suite de ces expériences que le choix a porté sur l'antigène 2. 



L'antigène 2 s'est révélé spécifique du genre L h t W t k  et 

hautement antigénique chez le lapin et chez l'homme (31). Cet anti- 

gène 2 n'a révélé aucune réaction immunologique avec les germes 

SRaphytococcun m e u n  et S&tep&coccun 6oecaX.h qui sont à l'origine 

des réactions croisées avec L & ~ u &  monocyZogen~ véritable obs- 

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

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

partiellement purifié par filtration sur Sépharose 48. 

b) Choix de la concentration de l'antigène ....................................... 

Dosage de l'antigène 

La fraction 3 contenant l'antigène 2 partiellement purifié 

est dosé à environ 1 mg par ml en protéines. 

L'antigéne 2 a été dosé également par immunoélectrophorèse 

simple, technique des "rackets" (10) à l'aide de l'immun-sérum mono- 

specifique anti-antigène 2. 

Nous sommes partis de différentes concentrations en pro- 

téines de l'antigène 2. 

4 1 de chaque concentration 25 g, 50pg, 75 g 125 P r-' P /  /Us 
par ml ont été déposés vis à vis de 100 1de l'immun-sérum monovalent r 
anti-antigène 2. 



TABLEAU 6 

: Concentration : Hauteur du : 

en proteines : pic 

125 pg/ml  : 35 mm 

75 pg/ml : 25 mm 

50 pg/ml : 19,5 mm 

25 ,ug/ml : 13,5 mm 

DOSAGE DE L'ANTIGENE 2 PARTIELLEMENT PURIFIE 

PAR IMMUNOELECTROPHORESE SIMPLE "ROCKETS" 



Les r é s u l t a t s  ob tenus  nous o n t  pe rmis  de  t r a c e r  l a  courbe  

(FIGURE 6 )  d e  dosage r e p r é s e n t a n t  l a  hau teur  d e s  p i c s  d e  p r é c i p i t a -  

t i o n  en f o n c t i o n  d e  l a  c o n c e n t r a t i o n  en a n t i g è n e  2. 

Les f a i b l e s  volumes d ' a n t i g è n e  2 p u r i f i é  ob tenus  au c o u r s  

d e  chaque chromatographie  s u r  Sépharose 48 s o n t  i n s u f f i s a n t s  pour 

t o u s  nos e s s a i s .  I l  nous  a f a l l u  rassembler  p l u s i e u r s  f r a c t i o n s  no 3 

( c o n t e n a n t  1' a n t i g è n e  2 p a r t i e l l e m e n t  p u r i f i é )  de  c o n c e n t r a t i o n s  

é q u i v a l e n t e s  e n  p r o t é i n e s  pour r é a l i s e r  t o u s  nos  e s s a i s .  

Choix d e  l a  c o n c e n t r a t i o n  

Nous avons e f f e c t u é  d e s  d i l u t i o n s  à p a r t i r  d e  l a  f r a c t i o n  no 

3 à 1 mg p a r  m l  en  p r o t é i n e s .  

Les e s s a i s  o n t  é t é  f a i t s  s u r  l e s  d i f f é r e n t e s  c o n c e n t r a t i o n s  

d e  l ' a n t i g è n e  2 de  1 g 2 10 r g  pa r  m l ,  a f i n  d e  dé te rminer  l a  concen- Y 
t r a t i o n  adéqua te  pour 1'E.L.I.S.A. 

Pour c e t t e  é t u d e  p r é l i m i n a i r e  nous avons employé l'immun- 

sérum a n t i - a n t i g è n e  2 e t  l e  conjugué a n t i  IgG (Chaîne l o u r d e  e t  l é -  

g è r e )  de  l a p i n  marqué à l a  phosphatase  a l c a l i n e  ( 9 ) .  



HAUTEUR 

DES 

PICS EN 

mm 

CONCENTRATION DE L'ANTIGENE 2 

FIGURE 6 : COURBE DE DOSAGE DE L'ANTIGENE 2 PAR IMMUNOELECTROPHORESE SIMPLE 

TECHNIQUE DES "ROCKETS" A L 'A IDE  DE L'IMMUN-SERUM ANTI-ANTIGENE 2 



Chaque c u p u l e  r e ç o i t  1 0 0 ~ 1  d e  s o l u t i o n  a n t i g é n i q u e  de  

chacune d e s  c o n c e n t r a t i o n s  s u i v a n t e s  1 p g ,  2 ,5  p g ,  5  r g ,  7 ,5 y g ,  

1 0  g. Après l ' a d d i t i o n  du sérum monospécif ique de  l a p i n  a n t i -  t" 
a n t i g é n e  2 d i l u é  au 1:10 s u i v a n t  une p r o g r e s s i o n  géométrique d e  

r a i s o n  2 ,  on a j o u t e  les conjugués  ant i - IgG d e  l a p i n  d i l u é s  au 

1 : 50 s e l o n  les  i n s t r u c t i o n s  du f a b r i c a n t  (FUMOUZE) . Après é l i m i -  

n a t i o n  du conjugué e n  excès ,  l e s  r é a c t i o n s  s o n t  r é v é l é e s  p a r  l e  

s u b s t r a t p a r a - n i t r o p h é n y l  phosphate à 1 mg p a r  m l .  La c o l o r a t i o n  

jaune e s t  ob tenue  p a r  a c t i o n d e  l a  phospha tase  a l c a l i n e q u i  s c i n d e  

L ' a c t i v i t é  d e  l a  phosphatase  a l c a l i n e  e s t  p ropor t ion-  

n e l l e  à l a  q u a n t i t é  du conjugué Fixée s u r  les a n t i c o r p s  s p é c i -  

f i q u e s  de  l ' a n t i g è n e  2 adsorbé  s u r  les cupu les .  L ' i n t e n s i t é  d e  

l a  c o l o r a t i o n  e s t  p r o p o r t i o n n e l l e  à c e t t e  a c t i v i t é .  

Les d e n s i t é s  o p t i q u e s  ob tenues  pour l e s  d i f f é r e n t e s  

c o n c e n t r a t i o n s  d ' a n t i g è n e 2  s o n t  r a p p o r t é e s d a n s  l e  t a b l e a u  7. 

I l  nous e s t  a p p a r u q u e l e s  c o n c e n t r a t i o n s d e l ' a n t i g è n e  2 

de  5  g  à 7 , 5  g  s o n t l e s p l u s  a d é q u a t e s  pour 1'E.L.I.S.A. i-' r" 

Nous avons obtenu d e s  d e n s i t é s  d e  0 , 6 1  e t  0 , 6 8  pour une 

d i l u t i o n  d e  1:160 d e  l'immun-sérum a n t i - a n t i g è n e 2 , p o u r  l a  concen- 

t r a t i o n  d e  5 p g  o t  7 , 5  g  par  m l .  v 



TABLEAU 7 

DILUTIONS DU : DIFFERENTES CONCENTRATIONS DE L'ANTIGENE 2 : 

SERUM MONOSPECIFIQUE exprimées en yg/rnl 

ANTI Ag2 DE LAPIN 
: 1 275 5 7 5 10 ',,--,-,,--,,,---,,--------- ----,,---,,,----,----------,---L--------------. 

1 : l O  : 1,189 1,148 1,264 1,264 0,921 : 

1:80 

1 : 160 

1 : 320 

1 : 640 

1: 1280 

1 : 2560 

1 : 5120 

Témoin Ag2 

CHOIX DE LA CONCENTRATION DE L'ANTIGENE 2 

La d i l u t i o n  du conjugué ant i - IgG de l a p i n  e s t  égale à 1:50 

sérum p o s i t i f  monovalent an t i -an t igène 2. 

Densi té  op t i que  à = 405 nm 



Nous avons  f a i t  une a u t r e  é t u d e  s u r  un sérum p o s i t i f  e t  

un sérum n é g a t i f  humains à deux d i l u t i o n s  d i f f g r e n t e s  d e  1:160 e t  

1:320. Nous avons e f f e c t u é  l a  r é a c t i o n  3 l ' a i d e  d e s  conjugués  a n t i -  

IgM humain d i l u é  au  1:45 s e l o n  les i n s t r u c t i o n s  du f a b r i c a n t  

(BEHRING). 

Les r é s u l t a t s  pour c e s  sérums s o n t  r a p p o r t é s  dans  l e  

t a b l e a u  8. La courbe r e p r é s e n t a n t  les d i f f é r e n t e s  c o n c e n t r a t i o n s  

en  a n t i g é n e  2 nous montre que l e s  c o n c e n t r a t i o n s  6  pg e t  7 ,5 r g  

s o n t  les v a l e u r s  d e  c h o i x  pour l a  r é a c t i o n  immunoenzymatique. Ces 

deux v a l e u r s  nous o n t  donné les d i f f é r e n c e s  de  d e n s i t é s  maximales 

e n t r e  le  sérum p o s i t i f  e t  l e  sérum n é g a t i f .  Nous avcns  c h o i s i  l a  

v a l e u r  d e  6 g/ml e n  a n t i g è n e  2  pour nos e s s a i s .  /' 



TABLEAU 8 

ÇERUMS : DIFFERENTEÇ CONCENTRATIONS DE L'ANTIGENE 2 : 

HUMAINS : Exprimées enpg/ml 

: Sérum p o s i t i f  : 2,5 5 6 7,5 10 

à l a  d i l u t i o n  

: Sérum n é g a t i f  : 

: à l a  d i l u t i o n  

CHOIX DE LA CONCENTRATION DE L'ANTIGENE 2 

La d i l u t i o n  du conjugué a n t i  IgM humain e s t  égale à 1:45 

Densité opt ique à = 405 nm 



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 

* - - - -  Sérum negati? au i:320 
-- Sérum positif au 1:320 - Sérum positif au 1:160 



1 . 2  R é s u l t a t s  du t i t r a g e  d e s  a n t i c o r p s  d e s  sérums 

289 sérums provenant du l a b o r a t o i r e  o n t  été é t u d i é s  en 

E.L.I.S.A. (32) .  Ces sérums s o n t  r é p a r t i s  e n  t r o i s  groupes  A ,  B ,  

C. Les t i t r e s  d e s  sérums s o n t  expr imés  p a r  l e  dénominateur d e  l a  

d i l u t i o n  l a  p l u s  f o r t e  d e s  sérums c a p a b l e s  d e  former un immun- 

complexe avec  l ' a n t i g è n e  2. 

Pour les  t r o i s  groupes  d e  sérums nous avons c a l c u l é  l a  

moyenne géométr ique d e s  t i t r e s  d e s  sérums. 

a )  C a l c u l  d e  l a  moyenne géométr ique ................................ 

S o i t  x = t i t r e  du sérum 

X =SI1 l a  somme de  t o u s  les t i t r e s  d e s  sérums 

Ca lcu l  du l o g a r i t h m e  à base  de  2 du t i t r e  du sérum 

La somme d e s  l o g a r i t h m e s  d e s  t i t r e s  

Le l o g a r i t h m e  de  l a  moyenne géométr ique 

La moyenne géométr ique s ' expr ime  p a r  

XG = a n t i  l o g  = loqX 

n 



b) R é s u l t a t s  --------- 
La d é t e c t i o n  d e s  IgM e t  IgG dans  les sérums u t i l i s a n t  

l ' a n t i g è n e  2 p a r t i e l l e m e n t  p u r i f i é  nous o n t  donné les r é s u l t a t s  

r a p p o r t é s  dans  l e  t a b l e a u  emprunté àROUSSEL-DELVALLEZ e t  c o l 1  

(32) .  

27 sérums d e  méres d e  nouveau-nés chez q u i  a é t é  i s o l 6  

L & t ~ & z  monocyOgenU au l a b o r a t o i r e  o n t  d e s  t i t r e s  d e  O à 5.120 

en IgM e t  IgG, l a  moyenne géométr ique e s t  d e  623,78 pour  IgM e t  

247,55 pour l e s  IgG. I l  e x i s t e  une d i f f é r e n c e  s i g n i f i c a t i v e  e n t r e  

c e  g r o u p e d e s é r u m e t  l e  second groupe de  69 sérums d e  femmes en- 

c e i n t e s ,  mères d e  nouveau-nés e t  nouveau-nés r e p r é s e n t a n t  une po- 

p u l a t i o n  "sa ine"  l e s  t i t r e s  é t a n t  de  1 0  à 80 en IqG e t  IgM, l a  

moyenne géométr ique e s t  de  18 ,80  en IgM e t  13,29 en IgG. 

Pour l e  t r o i s i è m e  groupe d ' i n d i v i d u s  s a i n s  r e p r é s e n t a n t  

d i f f é r e n t e s  t r a n c h e s  d ' â g e l e s t i t r e s  v a r i e n t  d e 1 0  2 8 0 .  La moyen- 

ne géométr ique e s t  d e  24,25 en IgM e t  1 7 , 1 4  en IqG. 

Tous les sérums ayan t  un t i t r e  é l e v é  en IgM s o n t  né- 

g a t i f s  e n  r é a c t i o n  d ' a g g l u t i n a t i o n  s u r  l e s  p a r t i c u l e s  d e  l a t e x  

pour l a  d é t e c t i o n  du f a c t e u r  rhumatolde.  



TABLEAU 9 

: NOMBRE DES : MOYENNE GEOMETRIQUE : 
PROVENANCE DES SERUMS : SERUMS : DES TITRES 

: Sérums de mères de nouveau-nés chez 
: a é té  i s o l é  Lhtuia monocqtogenen. 

: Sérums d ' i n d i v i d u s  "sains" 

- nouveau-nés 

q u i  : 

IgG : 

- femmes enceintes, e t  mères de 
nouveau-nés 56 1 18,80 13,29 1 

- d 'au t res  tranches dtage 

. 3 mois - 10 ans 

. 11 mois - 20 ans 

. 21 mois - 30 ans 

. 31  mois - 40 ans 

. 4 1  mois - 50 ans 

. 5 1  mois - 60 ans 

. 6 1  mois - 70 ans 

. 7 1  mois - 90 ans 2 1 9,36 10,68 : 

MOYENNE GEOMETRIQUE DES TITRES DE 289 SERUMS 

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



Nous avons  e f f e c t u é  une é t u d e  e n  "aveugle" en c o l l a b o r a t i o n  

avec  l e  l a b o r a t o i r e  " C e n t r a l  P u b l i c  Hea l th  Laboratory" à Londres du 

Dr. A.G.  TAYLOR s u r  60 sérums humains. 

Les v a l e u r s  d e s  d e n s i t é s  o p t i q u e s  ob tenues  pour d i f f é r e n t e s  

d i l u t i o n s  d e s  sérums s o n t  r a p p o r t é e s  d a n s  l e  t a b l e a u  10.  Les rense igne-  

ments c l i n i q u e s  que  l e  Dr. A.G.  TAYLOR nous a e n v ~ y é s  concernan t  l e s  

malades pour l e s q u e l s  nous avons testé  les 60 sérums, nous o n t  permis  

de  d i v i s e r  c e s  sérums en deux groupes  : 

-Un p r e m i e r g r o u p e  de  29 sérums provenant  d ' i n d i v i d u s  ne 

p r é s e n t e n t  aucun symptame évoca teur  d e  l i s t é r i o s e .  

- Un deuxième groupe d e  31  sérums, provenant  d ' i n d i v i d u s  

chez  l e s q u e l s  l a  l i s t é r i o s e  a é t é  d i a g n o s t i q u é e .  

Pour c e s  deux groupes ,  nous avons c a l c u l é  l a  moyenne a i n s i  

que l ' é c a r t  t y p e  pour l e s  IgM e t  l e s  IgG à l a  première  d i l u t i o n  du 

sérum au 1:20 d e  façon à é v i t e r  l e s  g r a n d e s  v a r i a t i o n s  dans  nos c a l c u l s ,  

q u i  s e r a i e n t  d Q e s  aux f l u c t u a t i o n s  provoquées p a r  l e s  d i l u t i o n s  p rogrés -  

s i v e s  d e s  sérums. 

* Pour l a  d é t e c t i o n  d e s  a n t i c o r p s  IgM, l a  moyenne d e s  i n d i v i -  

d u s  " s a i n s "  e s t  d e  (m = 0 , 1 4  , 6 = 0 , 0 9 ) .  Nous avons c o n s i d é r é  l a  v a l e u r  

d e  ( 0 , 1 4  + 0 ,09)  = 0 , 2 3  comme l e  s e u i l  s i g n i f i c a t i f ,  c e  q u i  nous donne 

pour l e s  60 sérums é t u d i é s ,  l e s  titres q u i  a p p a r a i s s e n t  dans  l e  t a b l e a u  10.  



TABLEAU 10 

Renseignements cl iniques 
: No des : Valeurs des densi tés  optiques obtenues : 7t 

a sérums : pour d i f fé ren tes  d i lu t ions  des serums : Ti t res  des sérums : 

: INDIVIDUS SAINS 

DONNEURS DE SANG " IgM 0,149 0,095 0,072 0,060 0,082 : < 20 
; I g G 7 1 , 5  1,069 0,479 0,325 0 ,228 :  

: IgM 0,092 0,072 0,059 0,055 0,053 : 4 20 
l9 : IgG 0,818 0,343 0,197 0,126 0,092 : 

: IgM 0,149 0,105 0,083 0,069 0,061 1 20 
24 IgG 0,892 0,590 0,459 0,286 0,216 

: IgM 0,184 0,145 0,097 0,081 0,071 : < 20 
25 : IgG>1,5 0,829 0,470 0,318 0 ,196 :  

: IgM 0,101 0,079 0,068 0,065 0,063 : 4 20 
IgG 0,717 0,333 0,295 0,231 0,150 : 

: IgM 0,098 0,046 0,023 0,012 0,005 : ( 20 
: IgG 0,536 0,283 0,173 0,092 0,052 : 

IgM 0,023 0,004 0,010 0,012 0,014 : < 20 
40 IgG 0,714 0,395 0,322 0,171 0 ,110 :  

: IgM 0,037 0,007 -0,002 -0,006 -0,012 : 4 20 : 41 : IgG 0,151 0,073 0,026 0,011 0,000 : 

IgM 0,119 0,047 0,033 0,012 0,000 : < 20 
46 IgG 1,272 0,678 0,379 0,228 0,166 : 

: IgM 0,058 0,023 0,010 0,000 -0,004 : < 20 
50 : IgG 0,264 0,133 0,072 0,041 0,023 : 

* Les t i t r e s  des sérums ont é t é  déterminés en mettant l e  s eu i l  s i gn i f i c a t i f  a une valeur de 0,23 obtenue par l e  

ca lcul  de l a  moyenne e t  de l ' é c a r t  type  m +6- 



- - - - - - - - 

: 
RENSEIGNEMENTS CLINIQUES : No des : VALEURS DES DENSITES OPTIQUES OBTENUES : T i t r e s  des sérums : 

: Sérum : POUR DIFFERENTES DILUTIONS DES SERUMS : 
--------------------: 

: CEGIONELLOSE 1:20 1:40 1:80 1:160 1:320 : 

IgM 0,139 0,101 0,080 0,068 0,006 : .................. Sérums n é g a t i f s  : 6 .  < 20 
IgG 1,145 0,852 0,466 0,214 0,149 : 

: IgM 0,447 0,119 0,091 0,076 0,071 : 20 . : IgG 0,990 0,559 0,359 0,244 0,171 : 
* IgM 0,288 0,195 0,149 0,104 0,081 : < 20 26 

IgG 0,984 0,546 0,366 0,220 0,173 : 
: IgM 0,166 0,083 0,062 0,043 0,030 : < 20 

j4 : IgG 0,709 0,425 0,240 0,173 0,101 : 

IgM 0,121 0,056 0,034 0,017 0,010 : < 20 
i 38 IgG 1,415 1,060 0,819 0,577 0,384 : 

: IgM 0,072 0,041 0,024 0,013 0,005 : < 20 
49 : IgG 0,686 0,413 0,259 0,133 0,093 : 

IgM 0,076 0,064 0,059 0,057 0,053 : ................... Sérum p o s i t i f s  < 20 
: i IgG 0,362 0,334 0,297 0,254 0,209 : 

: IgM 0,154 0,102 0,081 0,074 0,067 : < 20 
21 : IgG 0,636 0,333 0,231 0,162 0,117 : 

IgM 0,111 0,076 0,062 0,063 0,055 : : 28 . < 20 
IgG 0,588 0,345 0,239 0,150 0,139 : 

: 45 : IgM 0,226 0,110 0,048 0,025 0,013 : < 20 
: IgG 0,236 0,109 0,081 0,059 0,026 : 

IgM 0,014 O -0,006 -0,010 -0,009 : < 20 
j 48 IgG 0,869 0,558 0,373 0,211 0,134 : 



Renseignements c l i n i q u e s  
: No des : Valeurs des densi tés opt iques obtenues : 
: sérums : pour d i f f é r e n t e s  d i l u t i o n s  des sérums . :  T i t r e s  des sérums : 

: ANTISTREPTOLYSINE O POSITIVE 1:20 1:40 1:80 1:160 1:320 : 

: INFECTION A Ç APHYLOCOQUE 
: (inucléase , , d - lys ine )  

< 20 IgM 0,099 0,072 0,066 0,053 0,052 : 8 .  : IgG 0,374 0,284 0,198 0,147 0,111 : 

< 20 IgM 0,135 0,105 0,086 0,078 0,069 : 
l4 IgG 1,400 0,813 0,444 0,334 0 ,197:  

< 20 IgM 0,071 0,062 0,054 0,048 0,049 
22 IgG 0,444 0,272 0,181 0,125 0,095 : 
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Renseignements cliniques : No des : Valeurs des densités optiques obtenues : 
: Sérums : pour différentes dilutions des sérums : Titres des sérums : a 

: LISTERIOSE BE TYPE 1 (adulte) 1:20 1 ~ 4 0  1:80 1:160 1:320 : 

: IgM 0,421 0,316 0,236 0,172 0,131 : 80 Méningite 
: IgG 0,379 0,201 0,141 0,106 0,086: 

Méningite, septicémie : IgM 0,235 0,162 0,124 0,103 0,078 : 
l7 : IgG 1,379 1,139 0,945 0,742 0,502: 

: IgM 0,049 0,025 0,008 0,000 0,027 : < 20 Septicémie 35 : IgG 0,109 0,047 0,019 0,010 0,08 : 
: I ~ M  o,n98 0,072 0,064 0,056 0,052 I < 20 ' IgG 0,178 0,117 0,095 0,133 0,066 : 

Même sérum. ............. 
: IgM 0,031 0,009 0,000 -0,05 -0,09 : 4 20 

53 : IgG 0,116 0,055 0,030 -0,014 -0,005 : 





La d i f f é r e n c e  e n t r e  l e s  i n d i v i d u s  " s a i n s "  e t  les i n d i v i d u s  a t t e i n t s  

de  l i s t é r i o s e  e s t  hautement s i g n i f i c a t i v e  dans  l e s  deux groupes  : 

- Sept icémie ,  mén ing i t e  : moyenne (m = 0 ,27  , <= 0 ,27)  

( t  = 1 , 7 1  p  < 0 , 0 0 1 )  

- L i s t é r i o s e  néo-na ta le  (m = 0 , 3 7  ,6 0 ,29)  ( t  = 2 , 2 3  

p  (0 ,001)  

* Pour l a  d é t e c t i o n  d e s  a n t i c o r p s  IgG l a  moyenne d e s  

I n d i v i d u s  " s a i n s "  e s t  d e  (m = O ,  76 , G= 0 ,42  1, l ' é c a r t  à l a  moyenne 

e s t  grand c e  q u i  e x p l i q u e r a i t  l e s  v a r i a t i o n s  que nous avons ob tenues  

pour l e s  d i f f é r e n t e s  v a l e u r s  d e s  d e n s i t é s  o p t i q u e s .  

S i  nous é t u d i o n s  p l u s  p réc i sément  l e s  c a s  de  l i s t é r i o s e  

néo-nata le  : nous avons observé  dans  l e s  deux t y p e s  de  L ~ t ~ i a  1- 

e t  4 deux c a s  d ' i n f e c t i o n s  c r o i s é e s  : deux mères 1 e t  2 don t  l ' u n e  

s e u l e  a  développée une l i s t é r i o s e ,  e t  s e u l  l ' e n f a n t  de  l ' a u t r e  mère 

a  é t é  i n f e c t é .  

Dans l e  c a s  de  l i s t é r i o s e  d e  t y p e  1 : aucune d e s  deux 

mères ne p r é s e n t e  d ' a n t i c o r p s  IgM, même l a  mère pour l a q u e l l e  l e  d i a -  

g n o s t i c  de  l i s t é r i o s e  a  é t é  posé.  Ceci  p e u t  s ' e x p l i q u e r  p a r  l e  f a i t  que 

nous n ' a v o n s  d i s p o s é  que d ' u n  s e u l  sérum, s a n s  doute  t r o p  proche de  

l a  phase a i g ü e  de  l a  maladie.  

Dans l e  c a s  de  l a  l i s t é r i o s e  d e  type  4 ,  ncus  d i sposons  

de  deux sérums pour chacune d e s  deux mères. 



Pour l a  mère 1, chez  l a q u e l l e  l a  l i s t é r i o s e  a  é t é  diagnos- 

t i q u é e  il s ' a g i t  de  deux sérums p r i s  à d e s  temps d i f f é r e n t s  p a r  r a p p o r t  

au  p i c  f é b r i l e .  On o b s e r v e  une l é g è r e  d iminu t ion  d e s  IgM e n t r e  l e  premier  

e t  l e  deuxième sérum. 

Chez l a  mère 2 ,  q u i  n ' a  pas  f a i t  d ' i n f e c t i o n  il s ' a g i t  

du même sérum, r é f é r é  s u r  deux numéros d i f f é r e n t s  e t  on n o t e  l e  même 

t i t r e  c e  q u i  prouve b i e n  l a  f i a b i l i t é  de  l a  méthode. Nous d i sposons  

du sérum de  l ' e n f a n t  d e  c e t t e  mère 2. Cet e n f a n t  semble a v o i r  é t é  

contaminé p a r  l a  mère 1 mais il n ' a  pas  é t é  p o s s i b l e  d e  m e t t r e  en é v i -  

dence d'IqM chez  c e t  e n f a n t .  Bien que  l ' o n  a vu q u ' i l  é t a i t  d i f f i c i l e  

d ' i n t e r p r é t e r  l a  p résence  d e s  IgG, on peut  quand même n o t e r  que dans  l e  

cas p r é s e n t ,  l ' e n f a n t  possède l e  même t i t r e  que s a  mère. 

Pa r  a i l l e u r s ,  l e s  t i t r e s  en a n t i c o r p s  de  l a  mére ayan t  

p r é s e n t é  un avor tement  conf i rme l e  d i a g n o s t i c  c l i n i q u e  d ' avor tement  

l i s t é r i e n .  

c )  Conclus ion ---------- 

Les r é s u l t a t s  semblent s a t i s f a i s a n t s  en c e  q u i  concerne  

l a  d é t e c t i o n  d e s  IgM dans  l e s  sérums. Nous avons  obtenu une bonne 

c o r r é l a t i o n  e n t r e  l e s  r é s u l t a t s  s é r o l o g i q u e s  e t  l e s  r é s u l t a t s  bacté-  

r i o l o g i q u e s .  Pa r  a i l l e u r s ,  une a m é l i o r a t i o n  s ' i m p o s e  en c e  q u i  concerne  

l a  d é t e c t i o n  d e s  IgG. 

Néanmoins, c e s  é t u d e s  ayan t  é t é  r é a l i s é e s  avec  un 

a n t i g è n e  2 p a r t i e l l e m e n t  p u r i f i é ,  on peu t  e s p é r e r  q u ' a v e c  l e  nouvel 

a n t i g è n e  2 immunologiquement pur ,  i s s u  de  l a  chromatographie  d 'échange 

d ' i o n s  l e  nombre d e s  d i s c o r d a n c e s  obtenues  pour l a  d é t e c t i o n  d e s  IgG 

s e r a  amoindri .  



DISCUSSION ET CONCLUSION 



1 DISCUSSION ET CONCLUSION 

De nombreuses méthodes immunologiques (65 - 142)  o n t  é t é  pro- 

posées pour  l a  r e c h e r c h e  d e s  a n t i c o r p s  a n t i - l & t ~ h  dans  les sé- 

rums. De nombreuses t echn iques  (27  - 34 - 97 - 101)  o n t  é t é  mises 

au p o i n t  ; d e  même, d i f f é r e n t e s  p r é p a r a t i o n s  a n t i g é n i q u e s  o n t  é t é  

r é a l i s é e s  à p a r t i r  d e  b a c t é r i e s  e n t i è r e s  (114).  P o u r t a n t ,  b i e n  que 

l ' a n t i g è n e  l e  p l u s  fréquemment u t i l i s é  s o i t  d e s  b a c t é r i e s  e n t i è r e s  

u t i l i s é e s  en  r é a c t i o n  d ' a g g l u t i n a t i o n  complétée  ou non p a r  une r é -  

a c t i o n  d e  f i x a t i o n  du complément, une grande confusion s u b s i s t e  

encore  e t  les r é s u l t a t s  s o n t  p a r f o i s  c o n t r a d i c t o i r e s  avec l e  d iag-  

n o s t i c  c l i n i q u e  : 

- s o i t  p a r  d e s  r é a c t i o n s  faussement  p o s i t i v e s  q u i  peuvent 

s ' e x p l i q u e r  p a r  d e s  r é a c t i o n s  c r o i s é e s  (168 - 1 4 1  - 142) avec  

d ' a u t r e s  b a c t é r i e s  : Staphylocoque,  S t rep tocoque ,  e t c .  

- s o i t  p a r  d e s  r é a c t i o n s  faussement n é g a t i v e s  pouvant 

ê t r e  dues  à l ' a n t i g è n e  ne cor respondan t  p a s  3 l a  f r a c t i o n  majeure ,  

irnmunogène. 

Le b u t  d e  n o t r e  t r a v a i l  é t a i t  donc de  p r é p a r e r  un a n t i g è n e  

s p é c i f i q u e  de  1htrtr.k monocytogenu (31)  q u i  s o i t  un a n t i g è n e  majeur 

chez l'homme e t  q u i  p u i s s e  ê t r e  u t i l i s é  pour l e  s é r o - d i a g n o s t i c  de  

l a  l i s t é r i o s e .  



Cet a n t i g è n e  d e v a i t  r épondre  aux c r i t è r e s  s u i v a n t s .  

a )  I l  d e v a i t  e t r e  s p é c i f i q u e  d ' e s p è c e  ou de  genre .  

b)  E t a n t  donné l e  manque d e  s p é c i f i c i t é  d e s  e x t r a i t s  b r u t s  

en E.L.  I.S.A. (481,  l ' a n t i g è n e  d e v a i t  ê t r e  obtenu sous  une forme 

p u r i f i é e  pour pouvoir  ê t r e  u t i l i s é  u l t é r i e u r e m e n t  dans  une t e c h n i q u e  

t e l l e  que l lE.L.I .S.A.,  q u i  é t a i t  employée au l a b o r a t o i r e  e t  q u i  a v a i t  

en  o u t r e  l ' a v a n t a g e  de  p e r m e t t r e  l a  d é t e c t i o n  d e s  IgM e t  d e s  IgG s a n s  

t e c h n i q u e  p r é a l a b l e  de  s é p a r a t i o n .  

c )  I l  d e v a i t  i n d u i r e  d e s  a n t i c o r p s  de  même s p é c i f i c i t é  chez 

l'homme e t  l e  l a p i n .  En e f f e t ,  comme il e s t  très d i f f i c i l e  de  s e  

p r o c u r e r  d e s  sérums humains provenant  de  p a t i e n t s  dont  l e  d i a g n o s t i c  

de  l i s t é r i o s e  a v a i t  é t é  prouvé bac té r io log iquement ,  c e t t e  é t u d e  ne 

p o u v a i t  ê t r e  menée qu ' avec  d e s  sérums d e  l a p i n s  hyperimmunisés. 

L ' é t u d e  a  p o r t é  s u r  l e s  a n t i g è n e s  hydroso lub les  l i b é r é s  

l o r s  du broyage à l a  X-press. C e t t e  t e c h n i q u e  e s t  i n t é r e s s a n t e  c a r  

e l l e  ne f a i t  i n t e r v e n i r  aucun p r o d u i t  chimique supp lémenta i re ,  p r o d u i t  

d i f f i c i l e  p a r f o i s  à é l i m i n e r  e t  n é c e s s i t a n t  souvent une é t a p e  de  d i a l y s e  

d e s  e x t r a i t s  ob tenus .  Le rendement a  é t é  de  9 0 ~ 1 0 0 .  C e t t e  t echn ique  

c o n v i e n t  aux p e t i t e s  q u a n t i t é s  d e  m a t é r i e l  b a c t é r i e n .  En e f f e t ,  une 

d i z a i n e  d e  grammes env i ron  de  Ldtetria s o n t  s u f f i s a n t s  pour  e f f e c t u e r  

un b roya t .  Cependant,  l e s  f a i b l e s  q u a n t i t é s  obtenues  d a n s  l ' e x t r a i t  

s o l u b l e  S 40 o n t  n é c e s s i t é  l a  p r é p a r a t i o n  d e  22 b r o y a t s  pour r é a l i s e r  

t o u s  l e s  e s s a i s .  



1. Détec t ion  des antigènes 

L ' e x t r a i t  ant igénique S 40 a é té  é tud ié  par immuno- 

p r é c i p i t a t i o n .  SEELIGER (142) e t  MURASCHI (103) ont  démontré 

l 'avantage de c e t t e  méthode par rappor t  à l a  réac t i on  d ' a g g l u t i -  

n a t i o n  du f a i t  q u ' i l  e x i s t e  moins de réac t ions  cro isées avec 

d ' a u t r e s  bac tér ies .  L'immunodiffusion a révé lé  t r o i s  a rcs  de 

p r é c i p i t a t i o n  correspondant à t r o i s  f rac t ions  ant igéniques. 

Devant l e  p e t i t  nombre d 'ant igènes mis en évidence par l'immune- 

d i f f u s i o n ,  nous avons u t i l i s é ,  pour n o t r e  étude ant igénique, l ' i m -  

munoélectrophorèse b id iment ionne l le  de LAURELL (86) e t  de WEEKE 

(166). Les p r o f i l s  obtenus v a r i e n t  su ivant  1' immun-sérum employé : 

9 f rac t i ons  ant igéniques sont  détectées dans l ' e x t r a i t  S 40 à 

i ' a i d e  de l'immun-sérum an t i -bac té r i es  en t iè res  ; par contre,  l e s  

immun-sérums a n t i  CSE e t  a n t i  CE mettent  en évidence 17 f r a c t i o n s  

antigéniques. Ces r é s u l t a t s  conf i rment  l e s  travauxdeDELVALLEZ e t  

c o l l  (31) sur l a  s t ruc tu re  de L & i t ~ k  monocg.togenU. I l s  ont éga- 

lement permis de conclure que l a  s t r u c t u r e  ant igénique e s t  p lus  

complexe que ne l ' a v a i t  démontré ARMSTRONG ( 5 ) .  Nos r é s u l t a t s  sont 

à rapprocher de ceux de COOPER (28) q u i  o b t l e n t  16 f r a c t i o n s  a n t i -  

géniques par e x t r a c t i o n  au chloroforme des c u l t u r e s  de LiAtmia 

monocgZogen~ sérovar 5 .  Parmi l e s  17 f r a c t i o n s  ant igéniques mises 

en évidence dans l ' e x t r a i t  so lub le  S 40, un ant igène e s t  nettement 

m a j o r i t a i r e .  Cet antigène, ret rouvé dans l a  bac té r i e  e t  l e  contenu 

c e l l u l a i r e  es t  dénommé 1' ant igène 2 par  DELVALLEZ e t  c o l l  (31). 



L ' a p p l i c a t i o n  d e  l ' immunoélect rophorèçe  b i d i m e n t i o n n e l l e  

pour  l a  d é t e c t i o n  d e s  a n t i g è n e s  s o l u b l e s  de  Lhtenia m o n o c ~ t o g e ~ e s  

a é t é  une méthode i n t é r e s s a n t e  a u s s i  b i e n  pour d é t e r m i n e r  l a  compo- 

s i t i o n  a n t i g é n i q u e  d e s  e x t r a i t s  C E ,  CÇE, S40, que pour  l e  cho ix  de  

l ' a n t i g è n e  majeur.  

2.  Méthodes de  p u r i f i c a t i o n  

Les e s s a i s  d e  p u r i f i c a t i o n  o n t  p o r t é  sur l 1 a n t i g & n e  2 q u i  

i n d u i t  d e s  a n t i c o r p s  chez  l'homme e t  chez  l e  l a p i n .  La t e c h n o l o g i e  

d e  s é p a r a t i o n  u t i l i s é e  a  é t é  e s s e n t i e l l e m e n t  l a  f i l t r a t i o n  s u r  g e l  

d e  Sépharose  &B. C e t t e  d e r n i è r e  n ' a  permis d ' i s o l e r  aucune f r a c t i o n  

immunologiquement p u r e  d ' a n t i g è n e  2 .  1 7  a n t i g è n e s  s o n t  é l u é s  dans  

deux f r a c t i o n s  ; l a  f r a c t i o n  3 e t  l a  f r a c t i o n  4. 

Nous avons donc env i sagé  de  m o d i f i e r  l e s  c o n d i t i o n s  opéra- 

t o i r e s  e s s e n t i e l l e m e n t  les t r o i s  pa ramèt res  connus pour i n f l u e r  s u r  

l a  r é s o l u t i o n  de l a  chromatographie  : l a  hau teur  du lit du g e l  e t  

l e  d é b i t  d ' é l u t i o n  a i n s i  que l a  f o r c e  i o n i q u e  du tampon d ' é l u t i o n .  

En c e  q u i  concerne  le  premier  paramètre  nous n ' avons  p a s  pu modi f i e r  

les c o n d i t i o n s  o p é r a t o i r e s ,  c a r  nous é t i o n s  d é j à  dans  d e s  c o n d i t i o n s  

maximales : colonne d e  1 m d e  hau t .  I l  é t a i t  p o s s i b l e  d ' e f f e c t u e r  

l a  s é p a r a t i o n  à un d é b i t  i n f é r i e u r  à 1 2  m l  p a r  heure .  L ' e s s a i  e f f e c -  

t u é  n ' a  montré  aucune a m é l i o r a t i o n  de  l a  t echn ique .  

Les r é s u l t a t s  ob tenus  avec  un a u t r e  type  de  g e l ,  l e  g e l  

Sépnacry l  avec  un tampon d 1 6 1 u t i o n  de  f o r c e  ion ique  p l u s  $ l e v é e  s e  s o n t  

a v é r é s  i d e n t i q u e s  à ceux ob tenus  p a r  l e  premier  g e l  avec  l a  ?orce  

i o n i q u e  de  d é p a r t .  



La filtration sur gel ne permet donc pas la séparation 

de l'antigène 2 des autres antigènes du fait des poids moléculaires 

proches. Les 17 antigènes détectés ont un poids moléculaire compris 

3 3 entre 232 10 daltons et 67 10 daltons. 

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

fortement enrichie en antigène 2. 

La détection de l'antigène 2 dans les fractions obtenues 

par filtration sur gel, ainsi que le dosage ont été effectués grace 

à l'immun-sérum anti-antigène 2 par l'immunoélectrophorèse simple 

"technique des rockets". Cette technique a permis d'établir une 

relation linéaire entre la concentration en protéines et la concen- 

tration en antigène 2 .  

Récemment, l'utilisation de la chromatographie d'échange 

d ' ions avec 1 ' appareillage "FPLC" (PHARMACIA) chromatographie rôpide 

a permis la purification de l'antigène 2. Le critère de pureté immu- 

nologique a été prouvé par immunoélectrophorèse bidimentionelle qui 

a révélé un seul pic de précipitation. La préparation de l'antigène 2 

par chromotographie d'échange d'ions a permis d'obtenir l'antigène 2 

à une concentration cinq fois plus élevée que l'antigène 2 partiel- 

lement purifié. 

3. Propriétés physico-chimiques de l'antiqène 2 

Les csnnaissances de ses propriétés physico-chimiques sonc 

beaucoup plus restreintes, la faible quantité d'antigène obtenu n'ayant 



pas  permis  une é t u d e  approfond ie .  L ' a n t i g è n e  2  e s t  une glycopro- 

t é i n e  de  p o i d s  m o l é c u l a i r e  d e  160 000 d a l t o n s  dé te rminé  p a r  é l e c -  

t r o p h o r è s e  en g e l  d e  polyacrylamide (26)  e t  p a r  l a  p résence  d 'un  

p i c  d e  160 000 d a l t o n s  en  g e l  de  f i l t r a t i o n .  

L t é l e c t r o f o c a l i s a t i o n  donne un p o i n t  i s o é l e c t r i q u e  de  

4 , 2  ; c e t t e  molécu le  ne possède aucune a c t i v i t é  enzymatique (26) .  

L ' a n t i g è n e  2  e s t  cha rgé  négativement à pH 8 c a r  il est r e t e n u  s u r  
+ 

colonne mono Q (-CH2 - N - (CH3) 3)  d 'échange d '  a n i o n s ,  c e  q u i  

p o u r r a i t  e x p l i q u e r  sa m i g r a t i o n  anodique en imrnunoélectrophorèse 

b i d i m e n t i o n n e l l e .  

4. S p é c i f i c i t é  de  l ' a n t i g è n e  2 

I l  e s t  s p é c i f i q u e  du genre  L ~ t ~ k  ( 3 1 ) .  Des e x t r a i t s  

ae t o u s  l e s  s é r o t y p e s  d e  L.inten.ia manacytagenU o n t  é t é  t e s t é s  ; i ls  

c o n t i e n n e n t  l ' a n t i g è n e  dans  l a  même p r o p o r t i o n .  

Aucune r é a c t i o n  c r o i s é e  n ' a  é t é  obtenue avec  d e s  immun- 

sérums p r é p a r é s  c o n t r e  les e x t r a i t s  de  S;taphyLoccccw dwreuA e t  Shepta-  

caccw ~oec&, 

5. L o c a l i s a t i o n  de  l ' a n t i q è n e  2 

Les t e s t s  d'imrnunofluorescence r é a l i s é s  avec  l'immun-sérum 

a n t i - a n t i g è n e  2 (31)  o n t  montré s a  l o c a l i s a t i o n  en s u r f a c e ,  mais il 

n ' a  p a s  pu ê t r e  dé te rminé  si l ' a n t i g è n e  est a s s o c i é  à l a  p a r o i  ou à l a  

c a p s u l e  de  1dtu.i~ monocytogene?l. 



6 .  A p p l i c a t i o n  de  l ' a n t i g è n e  2 au s é r o - d i a g n o s t i c  

Les e s s a i s  de  s é r o - d i a g n o s t i c  o n t  é té  e f f e c t u é s  avec 

l a  f r a c t i o n  e n r i c h i e  en  a n t i g è n e  2 obtenue p a r  f i l t r a t i o n  s u r  g e l .  

Le c h o i x  a  p o r t é  s u r  l a  t e c h n i q u e  E.L.I.S.A., r é a c t i o n  immunologique 

t r è s  s e n s i b l e  e t  peu consommatrice d ' a n t i g è n e .  

349 sérums o n t  é t é  é t u d i é s  p a r  l a  t echn ique  E.L.I.S.A. 

E l l e  répond aux c r i t è r e s  de  q u a l i t é  e s s e n t i e l s  à une méthode de  diagnos-  

t i c  : l a  s e n s i b i l i t é ,  l a  m a n i a b i l i t é  p u i s q u e t o u t e s  les é t a p e s  que r e q u i e r t  

l a  t echn ique ,  d i l u t i o n  d e s  sérums,  l a v a g e s ,  l e c t u r e  d e s  r é s u l t a t s  s o n t  

d i r e c t e m e n t  a p p l i c a b l e s  à l ' a u t o m a t i s a t i o n .  

Dans c e t t e  mesure 1'E.L.I.S.A. e s t  à l a  p o r t é e  de  t o u t  

l a b o r a t o i r e  de  d i a g n o s t i c .  Ce t e s t  ne n é c e s s i t e  n i  a p p a r e i l  couteux,  

n i  emploi  des  r a d i o i s o t o p e s  t o u t  en o f f r a n t  l a  s e n s i b i l i t é  e t  l a  spé- 

c i f i c i t é  d e s  r é a c t i o n s  radio-immunologiques (135) .  Les t r è s  f a i b l e s  

q u a n t i t é s  d  ' a n t i g è n e  r e q u i s e s  ( 6 ~  pour 1 ' a n t i g è n e  2 ) s o n t  compat ib les  

avec l ' u t i l i s a t i o n  d ' a n t i g è n e s  p u r i f i é s .  

Les r é s u l t a t s  obtenus  pour l a  d é t e c t i o n  d e s  IgM e t  IqG d a n s  

l e s  sérums o n t  é t é  s a t i s f a i s a n t s  pour l e s  IgM s u r  l e  p lan  de  l a  s p é c i f i c i t é  : 

t o u s  l e s  sérums p o s i t i f s  o n t  donné d e s  v a l e u r s  s i g n i f i c a t i v e m e n t  p l u s  

h a u t e s  que l e s  sérums n é g a t i f s .  Les r é s u l t a t s  b a c t é r i o l o g i q u e s  s o n t  e n  

concordance avec l e s  r é s u l t a t s  de  1'E.L.I.S.A. La p o s s i b i l i t é  d e s  r é a c t i o n s  

c r o i s é e s  avec S.&zphyCococcuA m e u  a  é t é  p r i s e  en  c o n s i d é r a t i o n .  Des 

a b s o r p t i o n s  d e s  sérums s u r  S ~ p h y C o c o c c u A  o n t  é t é  e f f e c t u é e s  s e l o n  l a  

méthode de  LARSEN (35) .  Les sérums absorbés  o n t  S:é t e s t o s  en  E.L.I.S.A. 



Les sérums o n t  ga rdés  l e u r s  t i t r e s  a v a n t  l ' a b s o r p t i o n  dans  l a  m a j o r i t é  

d e s  cas .  Cependant pour c e r t a i n s  sérums l a  b a i s s e  au t i t r e  du sérum a  

é t é  d 'une  d i l u t i o n .  Donc l a  p o s s i b i l i t é  d e s  r é a c t i o n s  c r o i s é e s  semble 

être exclue  p a r  l ' e m p l o i  d e  l ' a n t i g è n e  2 s p é c i f i q u e  de  1hZkX-k monocyZogenea. 

Pour les sérums p o s i t i f s  en  IgM, l a  r echerche  du f a c t e u r  

rhumatoxde a  é té  e f f e c t u é e  s u r  l e s  sérums précédemment c i t é s .  Les r é a c t i o n s  

s e  s o n t  r é v é l é e s  n é g a t i v e s .  

I l  a  é t é  p o s s i b l e  d e  s u i v r e  l a  c i n é t i q u e  d ' é v o l u t i o n  d ' a n t i -  

c o r p s  de  deux p a t i e n t s ,  mères de  nouveaux-nés chez  q u i  a  é t é  i s o l é  

L&ZM& monocytogcnu. LIE.L.I.S.A. a  permis d ' o b s e r v e r  une d é c r o i s s a n c e  

d e  l a  p o s i t i v i t é  des  t i tres d e s  sérums en IgM e t  une é l é v a t i o n  d e s  t i t r e s  

en  IgG. Cependant l a  d é t e c t i o n  d e s  IgG n ' a  p a s  é t é  t r è s  s p é c i f i q u e  dans  

t o u s  l e s  sérums. Des d e n s i t é s  o p t i q u e s  r e l a t i v e m e n t  é l e v é e s  o n t  é t é  obse r -  

vées  chez d e s  i n d i v i d u s  " s a i n s "  ou ne  p r é s e n t a n t  pas  de  symptames évoca- 

t e u r s  de l i s t é r i o s e .  Ceci p o u r r a i t  s ' e x p l i q u e r  p a r  l e  f a i t  que l e s  e s s a i s  

d e  s é r o - d i a g n o s t i c  on t  é t é  e f f e c t u é s  à l ' a i d e  de  l ' a n t i g è n e  2 p a r t i e l l e m e n t  

p u r i f i é .  L ' o b t e n t i o n  en q u a n t i t é  s u f f i s a n t e  de  l ' a n t i g è n e  2 immunologiquement 

pur  pa r  chromatographie  d 'échange d ' i o n s  d e v r a i t  p e r m e t t r e  l a  mise au 

p o i n t  d 'une  r é a c t i o n  p l u s  s p é c i f i q u e .  T o u t e f o i s ,  l e s  p remie r s  e s s a i s  d e  

t i t r a g e  d e s  a n t i c o r p s  IgG e t  IgM q u i  o n t  é t é e f f e c t u é s à  1 g  p a r  m l  en a n t i -  r 
gène 2 ,  se s o n t  r é v é l é s  non c o n c l u a n t s .  Les v a l e u r s  d e s  d e n s i t é s  o p t i q u e s  

s o n t  t r è s  f a i b l e s  pour les sérums p o s i t i f s .  Cet échec p e u t  s ' e x p l i q u e r  s o i t  

p a r  une adhérence  f a i b l e  d e  l ' a n t i g è n e  2 à l a  s u r f a c e  d e s  p l a q u e s  de  micro- 

t i t r a g e s ,  s o i t  p a r  une c o m p é t i t i o n  d e s  a n t i c o r p s  IgG e t  IgM v i s  a  v i s  d e  

l ' a n t i g è n e  f i x é ,  s o i t  p a r  une combinaison de  c e s  deux f a c t e u r s .  



Des e s s a i s  s o n t  e n  c o u r s  pour m e t t r e  e n  oeuvre  une r é a c t i o n  immuno- 

enzymatique en double  "sandwich" avec  d e s  p laques  anti- immunoglobulines 

a n t i p h u m a i n s ,  dans  c e t t e  t e c h n i q u e ,  les a n t i c o r p s  a n t i b s e r v e n t  à l a  cap- 

t u r e  d e s  IgM d e s  sérums à examiner.  L ' a n t i g è n e  2 e n s u i t e  a j o u t é  s e  f i x e  

s u r  les IgM homologues. La q u a n t i t é  d ' a n t i g è n e  2 f i x é  est a l o r s  détermi-  

née  p a r  un sys tème r é v é l a t e u r  (sérum d e  l a p i n  a n t i - a n t i g è n e  2 ,  sérum marqué 

anti- immunoglobulines de  l a p i n ) .  C e t t e  méthode a u r a  l ' a v a n t a g e  d e  f a i r e  

d i s p a r a î t r e  l a  concurrence  e n t r e  IgG e t  IgM e t  d ' é v i t e r  l a  f i x a t i o n  d e s  

a n t i c o r p s  f a m e u r s  rhumatoïdes (IgM anti- immunoglobulines) (114b) .  



Au c o u r s  d e  ce t r a v a i l ,  nous avons démontré l a  p o s s i b i l i t é  

d ' i s o l e r  e t  de  p u r i f i e r  un a n t i g è n e  s p é c i f i q u e  de  L h t U k . ~  pour 

l ' u t i l i s e r  dans  l e  s é r o - d i a g n o s t i c  d e  l a  l i s t é r i o s e .  

Nous avons  p r é p a r é  un e x t r a i t  a n t i g é n i q u e  S40 d e  L d t & t h .  

monocytogenu s é r o v a r  4b p a r  passage  à l a  X-press e t  c e n t r i f u g a t i o n  

d i f f é r e n t i e l l e .  

L ' é t u d e  a n t i g é n i q u e  d e  l ' e x t r a i t  a  é t é  r é a l i s é e  pa r  l e s  

d i f f é r e n t e s  méthodes immunologiques : immunodiffusion s u r  g e l ,  

immunoél'ectrophorèse b i d i m e n t i o n n e l l e  q u i  nous a  r é v é l é  l a  p résence  

de  1 7  a n t i g è n e s ,  d o n t  un m a j o r i t a i r e  l ' a n t i g è n e  2 a  f a i t  l ' o b j e t  d e  

n o t r e  é t u d e .  La d é t e c t i o n  de  c e t  a n t i g è n e  dans  l e s  f r a c t i o n s  ob tenues  

pa r  f i l t r a t i o n  s u r  g e l ,  a i n s i  que l e  dosage o n t  é t é  e f f e c t u é s  g r â c e  

à l'immun-sérum a n t i - a n t i g è n e  2 p a r  l ' immunoélect rophorèçe  s imple ,  

t echn ique  d e s  " r o e k e t s " .  La p u r i f i c a t i o n  de  l ' a n t i g è n e  2 a é té  pos- 

s i b l e  p a r  l a  chromatographie  d ' échange  d ' i o n s .  L ' a n t i g è n e ,  s ' e s t  

r é v é l é  trés immunogène chez  l e  l a p i n  e t  l'homme, s p é c i f i q u e  du 

genre  L h t ~ k .  



Nous avons examiné 349 sérums humains p a r  l a  t echn ique  

E. L. 1. S. A.  (Enzyme l i n k e d  Immunosorbent Assay ) pour  l a  d é t e c t i o n  

d e s  a n t i c o r p s  IgG et  IgM a n t i - a n t i g è n e  2. Les r é s u l t a t s  ob tenus  

s o n t  en  bonne c o r r é l a t i o n  avec  l e s  r é s u l t a t s  b a c t é r i o l o g i q u e s .  

Des é t u d e s  complémentaires s o n t  t o u t e f o i s  n é c e s s a i r e s  pour aug- 

menter l a  s p é c i f i c i t é  e t  l a  f i a b i l i t é  de  c e t t e  r é a c t i o n  s é r o l o -  

g ique.  



*TM 
ANNEXE TECHNIQUE A 



1 LES MILIEUX DE CULTURE : , z &. a.: .'> 

n l l l e u x  ae c u l t u r e  SP, 

.................................................. - Peptones 22 g 

- Phosphate de potassium monobasique K2HP04, 7H20 ........... 18 9 

- Phosphate de potassium dibasique KH2P0 L.................. 2 9 

............. - E x t r a i t  de levure  (Bacto Yeast Ex t rac t  D i fco)  4 9 

- Glucose.................................. ............... 15 g 

- Eau d i s t i l l é e  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . q  s 1 000 m l  

On a jus te  l e  pH à 7,3 par KOH ou H3P04. Autoclavage 20 
8 ,  -.- " 7  

minutes à l l 8O C. Ce m i l i e u  es t  u t i l i s é  pour l e s  cu l tu res  en masse:&&& 

en fermenteur. 

1.2 M i l i e u  de c u l t u r e  DTR 

.................................... - Bacto t ryp tose (DIFCO) 10 g 

................................. - E x t r a i t  de viande (DIFCO) 3 9 

- Glucose (Dextrose) ........................................ 4 9 

............................. - Chlorure de sodium (PROLABO). 5 9 

......................... - Phosphate bipotassique (PROLA80). 1 g 

........... - E x t r a i t  de levure  (Bacto Yeast Ex t rac t  Difco).. 3 9 

- Eau d i s t i l l é e  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . q  sp 1 000 m l  

On a jus te  l e  pH à 7,2 Autoclavage 20 minutes à 118O C. 



1.3 Milieu d ' i so lement  ; qé lose  au sang  

Pour l a  f a b r i c a t i o n  de  ce mi l ieu ,  nous u t i l i s o n s  l a  gé lose  

Columbia q u i  est un mi l ieu  r i c h e ,  b ien  adapté  à l a  c u l t u r e  des  germes 

exigeants .  La gé lose  au sang est un exce l l en t  mi l ieu  pour l ' i so l emen t  

bac té r io log ique  de L&Wia mono y t o g e n u .  

- Gélose Columbia 

. Peptones (pas tone  + pas tose) .  .......................... 23 g 

Amidon soluble......................................... . 1 9  

.... . Chlorure de sodium................................. 5 9 

Pastagar  . .....................................*......... 15 9 

. Eau d i s t i l l é e  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . q  s p  1 000 m l  

On a j u s t e  l e  pH à 7 , 3 .  

- Gélose au sang 
* ....................................... . Gélose Columbia 44 i3 

. Sang d e  cheval... . . . . . . . . .  ....................... 50 m 1  

. Eau d i s t i l l é e  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . q  s p  1 000 m l  

* 
La gé lose  Columbia nous e s t  f ou rn i  par l ' I n s t i t u t  Pas t eu r  de Lille 

(BI0 SERVICE). 

- Mode opé ra to i r e  

Aprés l ' au toc l avage  à 118O C pendant 20 minutes,  l a  gélose 

est r e f r o i d i e  50° C p o u r a j o u t e r  5 0 m l d e  sangdecheva l .  Le mélange 



se f a i t  s t 4 r i l emen t  en a g i t a n t  dél icatement  pour Bvi te r  d ' i nc lu re  

des  b u l l e s  d ' a i r  dans l a  gélose.  Le mi l ieu  est coulé  en b o t t e  de 

P é t r i .  La conserva t ion  se f a i t  A + 4O C pendant 15 jours .  

II LES TAMPONS 

2.1 Tampon i r ~ s  L 

...... . Tris (hydroxy-méthyl aminométhane) C4H10N3 (MERCK) 1 , 2 1 1  g 

............ . Chlorure de magnésium Mgc12, 6H20 (PROLABO). 2,033 g 

............................ - Azide de sodium NaN3 (MERCK) 0 ,2  g 

- Eau d i s t i l l é e .  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .q  p 1 O00 m l  

On a j u s t e  le  pH à 7,2  l ' a i d e  de l ' a c i d e  chlorydrique.  

. Tampon a = Tampon Tris 1 non modif ié  

. Tampon b = Tampon Tris 1 sans  Mgc12 

. Tampon c = Tampon Tris 1 + 20 mE9 EDTA ( ac ide  é thy léne  

diamine t é t r a - acé t ique )  

2.2 Tampon Tris 2 

. Tris (hydroxy-m6thyl aminméthane) C r  NO (MERCK) ..... 2,422 g ' 10 3 

. Azide de sodium NaN3(MERCK). ............................ 0 ,2  3 

- Eau d i s t i l l é e . .  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .q  s p  1 000 m l  

On a j u s t e  l e  pH à 7,2 à l ' a i d e  de l ' a c i d e  chlorydrique.  



2.3 Tampon Tris 3 
, .. A.' .,;.2.. . 8 . ,  < I !  . -, . 7 .. J 8 "  ,,-. .. , r ,%y 3.. . ; %, .. 9; .. :',, ...... ..! ,>.=!.> < ...... .>- .<,;a.-. 

, A  -,>, . * . , : . 3 - r . '  ,: ;,d,$-;. 2,,., ;??. >.., ,,;, .:>,$,, ..c:- :.>*.:,k:.l , , .' J ,  ,->. !+& ;: ,*:,, ,*:t ,,.,,, ?.!=~ .If >$<<..-.,a:: ,$f: -,;.;: g~;;~,?{& +- .,.- ;. .. . 2 8 -.>,.- h :: TL,,,. -;>, ?!l, ..... >; .,.., c2-' :, I.. ,- ,'*><f. ..-<.. J i . . h A  ,...+:-5*; 2,,- & t<t\-<';":7.:$& 8 "  8 o , 2 , ~ - ~ T m  a . ,F Tris (hydroxy-mbthyl m i n m é t h a n e )  C4H10N03 (il t+.cl K . .  2 1 g 

- Azide de sodium NaN3 (MERCK). .......................... 0 , 2  g 

- Eau d i s t i l l é e  . . . . , . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .q  s p  1 000 m l  

On a j u s t e  le  pH à 8 à l ' a i d e  de  l ' a c i d e  chlorydrique.  

2.4 Tampon A 

.... - Tris (hydroxy-methyl aminmdthane) C4H10N03 (MERCK) 2,422 g 

- Eau d i s t i l l é e  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .qsp 1 000 m l  

On a j u s t e  l e  pH à 8 à l ' a i d e  de  l ' a c i d e  ehlorydrique.  

2.5 Tampon B 

- Tampon A. .............................................. 

2.6 Tampon véronal  

Diéthylmalonylurét sodde (PROLABO). ................... 4,123 g 1 
' ' ' L "  r 

Diéthylmalonyluréc , PROLABO )&&%@.%W ........................... 
G'.@ 

Eau d i s t i l l é e . .  .................................... q p  1 000 mf 

. l 
La d i s s o l u t i o n  se f a i t  au ba in  marie  à une température de  

- ,.,6* C. Le pH e s t  a j u s t é  à 8 ,6  avec de l ' a c i d e  ch lorydr ique  ou de l a  



2.7 Tampon carbonate-bicarbonate 0 , l  Pl pH 9,6 

On prépare  une s o l u t i o n  de carbonate  0 , l  M : 

- Carbonate d e  sodium (Na Co 10H20). ........................ 28,614 g 2 3 

- Eau d i s t i l l é e  .......................................q s p  1 000 m l  

On prépare  une s o l u t i o n  de b icarbonate  0 , l  M : 

- Bicarbonate de  sodium (NaHC03) (PROLABO). ................. 8 , 4  g 

- Eau d i s t i l l é e  .................,....................... s p  1 000 m l  

On mélange les 2 s o l u t i o n s  jusqu 'à  ob ten t ion  d 'un pH de 

.................. 9,6. On a j o u t e  l ' a z i d e  de sodium ( N ~ N ~ )  (MERCK) 0 ,2  g 

2.8 Tampon phosphate tween 

- Chlorure d e  sodium Nacl (PROLABO). ........................ 8 , O  g 

- Chlorure de  potassium Kc,l (PROLABO). ...................... 0 ,2  g 
, . i f ,  ,' , ,- , , ,* - ,!',, ' 4 - Potassium dihydrogénophosphate P04H2K (PROLABO). .......... O ,  2 g 

....... - Di-sodium hydrogénophosphate PO412H20Na2 (PROLABO). 0,29 g 

- Tween 20 (PROLABO). ....................................... 0 , 5  g 

- Azide de sodium NaN3 (MERCK) ............................... 0 , 2  g 

- Eau d i s t i l l é e  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . q  s p  1 000 m l  

On a j u s t e  l e  pH à 7,2. Le tampon e s t  conservé à + 4 O  C.  



2.9 Tampon didthanolamine 

- Di6thanolamine C4H11N02 (MERCK). ......................... 9,7 g 

- Eau distillée...........,.................,............. 80,O m l  

- Azide de sodium NaNJ (MERCK). ............................ 0,02 g 

............... - Chlorure de magnésium Mgcl26H20 (PROLABO). 10,O mg 

- Eau d i s t i l l é e  ........................'.................q s p  100 m l  

On a j u s t e  l e  pH à 9 , 8  avec l ' a c i d e  ch lorydr ique  normal 

(environ 10  ml),  l e  tampon e s t  conservé à 1 ' o b s c u r i t é  à i 4 O  C. 

a )  Subs t r a t  d e  l a  ehosphatase a l c a l i n e  --------------- ------------------- 
- para-ni trophénylphosphate (SIGMA) ........................ 1 mg 

- Tampon diéthanolamine pH9,8 .............................. 1 m 1 

La prépara t ion  de ce r é a c t i f  se f a i t  extemporanément. 

b)  Solu t ion  du r é a c t i f  du b i u r e t  ............................. 
Solu t ion  A : Carbonate de  sodium sodée 

Carbonate de  sodium C03Na210H2D ( PROLABO) 

Soude NaoH 0 , l  N 

................. Solu t ion  B : T a r t r a t e  de  sodium e t  de potassium 2 9 

Eau d i s t i l l é e  ................................... s p  100 m l  

............. Solu t ion  C : S u l f a t e  de  cu iv re  CUS045H20 (PROLABO). 2 9 

Eau d i s t i l l é e  ................................... s p  200 m l  



Réactif du biuret : dans l'ordre 100 ml de solution l1AV 

1 ml de solution "Bu 

1 ml de solution 

Le mélange est  agité pour bien homogénéiser. 

III PREPARATION DES GELS ET SOLUTIONS DE COLORATION 

3.1 Gel d1 aqarose (Indubiose) 

.. . Agarose (Indubiose A3,) (Industrie BIOLOGIQUE FRANCAISE). 8 g  

- Tampon veronal . . . . . . . . . , . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . q s p  1 000 ml 

3.2 Gel d'agar 

......................................... - Agar noble (DIFCO) 10 g 

- Tampon véronal .........................................q sp 1 000 ml 

- Merseptyl (MERCK) .......................................... 0,1 Cl 

3.3 Les solutions de coloration et décoloration 

a) Solution de décoloration ........................ 
- Méthanol................................................. 450 ml 

- Acide acétique ............................................ 100 ml 

-- Eau distill6e . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .q  sp 1 OC0 ml 



b)  Solu t ion  de c o l o r a t i o n  ...................... 
- Amidoschwarz 10  €3 (MERCK) ................................ 5 g 

- Solu t ion  de  décolora t ion , .  ............................ s p  1 000 m l  

Cette s o l u t i o n  est préparée 24 heures  avant l 'emploi  e t  

f i l t r é e  s u r  papie r  Whatman. 

c )  Solu t ion  de c o l o r a t i o n  au bleu de Coomassie ........................................... 
.......................... - Bleu de Comass i e  R 250 (SIGMA) 5 g 

- Méthanol................................................ 450 m l  

........................................... - Acide acé t ique  100 m l  

- Eau d i s t i l l é e  ........................................ s p  1 000 m l  

Cette s o l u t i o n  est préparée et f i l t r é e  comme ~récédanment .  
+*?- * - -, :,d;4t+&i;~:.,, b. ;;<,, -;qT$ 

3.4 Solu t ion  de  c i t r a t e  

- tri-Sodium c i t r a t e  Na3C6H5D7,2H24 (PROLABO). ............. 5 g 

- Eau distillée......................................... qsp 100 ml. 
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