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PREFACE

Les données disponibles indiquent que les infections streptococciques et Lleurs séquelles
posent & 1'échelle mondiale un trés grave problime de santé publique. Pourtant, malgré 1'exis-
tence de méthodes d'identification et de traitement efficaces er la possibilité que l'on a de
prévenir ces infections, nombreuses restent les régions du monde oft 1'on n'a guire failt d'effort
pour évaluer 1l'ampleur de ¢e probléme ¢u tenter de s'y atrtaquer.

Le présent manuel a pour objet de stimuler et de faciliter la mise en oeuvre & une échelle
beaucoup plus vaste des examens de laboratoire pour la recherche des streptocoques. I1 donne
des conseils sur les méthodes bactériclogiques et sérologiques 2 utiliser dans les laboratoires
qui, tant au niveau périphérique qu'au niveau central, effectuent des examens microbiologiques
@n rapport avec les Infections streptococciques, le rhumatisme zrticulaire aigu et la gloméru-
lonéphrite alguE. Les méthodes déerites sont recommandées tant pour les cas sporadiques que
pour les épidémies ou pour 1l'étuds de groupes de populations 2 des fins prospectives.

On a sélectionné pour chaque laboratoire une ou quelquefois deux méthodes avec, ¢& et la,
quelgues mSthodes optionnelles. Tout en privilégiant les techniques fiables et reproductibles
mais efficaces et relativement simples 2 mettre en ceuvre par des laboratoires disposant de
moyens ordinaires ou limités, le manuel domne &galement des indications sur un certain nombre
de méthodes importantes destinées aux centres nationaux de référence pour les streptocoques.

1. INTRODUCTION

1.1 Le probleme des streptocoques dans le monde

Les streptocoques pathopénes pour 1'homme se rencontrent dans toutes les zones climatiques
de la plamdte, Ils y déterminent des affections au tableau clinique varié dont les sfquelles
peuvent &tre graves (rhumatisme articulaire aigu et glemérulonéphrire aigud), Les donndes con-
cernant l'incidence des affections streptococciques montrent qu'elles sont parmi les plus fré-
quentes des maladies bactériennes humaines dans la zone tempérée et se rencontrent couramment
dans les régions tropicales et subtropicales. Il s'ensuit qu'elles posent partout dams le monde
un important probléme, tant sanitaire qu'économique,

Des Gtudes prospectives sur la présence de streptocoques hémolytiques au sein de groupes
sélectionnds de population ont révélé l'existence de porteurs en proportion ¢onsidérable, Dans
certaing cas, jusqu'ad 30 % ou davantage de la population est susceptible d'héberger des strep-
tocoques dans les régions tempérées, Les données recueillies ces dernidres années dans les
régions tropicales et subtropicales indiquent que la proportion des porteurs y est souvent tout
aussi flevée, comme le montrent les exemples qui figuremt au tableau 1. Les streptocoques hémo-
lytiques qui circulent dans la population provoquent des infections aigués qui se manifestent
de maniére sporadique ou épidémique. Les affections des voies respiratoires supérieures dues
aux streptocogues du groupe A peuvent conduire au rhumatisme articulaire aigu et les affections
pharyngées ou cutanées produites par ce germe débouchent quelquefois sur une glomérul ondphrite
Rigue,

La morbidité due sux affections streptococciques et i leurs séquelles est treés variable et
dépend d'un certain nombre de facteurs,

Les résultats d'études prospectives portant sur des é&chantillons de population et d'érudes
concernant des malades hospitalisés ont momtré que 1'incidence des affections streptococciques
aigués des veoles respiratolres supérieures allait de 5 & 15 cas annuels pour 100 personnes dans
la =zone tempérée. Sous les climats chauds, les troubles respiratoires produits par les strepto-
coques gont plutot moins graves et leur fréquence u'a pas encore &g déterminée avec précision,
Quoiqu'il en soit, les affections cutanées dues & des streptocogues hémolytiques sont trés
répandues dans ces régions et leur prévalence peut atteindre, selon la saison, jusgqu'd 20 % ou
davantage chez les enfants.
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Dans les pays développés de la zone tempérée, il ¥ a eu recul de l'incidence du rhumatisme
articulaire aigu et stabilisation & des taux faibles comme le montre clairement le tableau 2.
En revanche, dans les régions tropicales et subtropicales (tableau 3), le rthumatisme articulaire
aigu et les cardioparhies rhumatismales constituent un probléme sanitaire qui est 3 peu prés du
meéme ordre d'importance que celui qu'on observait dans les pays de la zone tempérée il y a
quelques dizaines d'années, L'incidence de la glemétulonéphrite aigud reflete 1a propagation
des souches néphritoganes de streptocoques dans la population.

Pour résumer, on peut dire que les donndes recueillies dans divers pays montrent que le
complexe morbide constituéd par les affections streptococciques est un probléme mondial d'une
importance considérable sur le plan sanitaire et économique,

TABLEAL 1, PORTEURS PHARYNGES DE STREPTOCOQUES HEMOLYTIQUES
'REGTONS TROPICALES ET SUBTROPICALES)

7 ]
Croupe de atreptocoque (+)
Pays Echantillon de population Source
\ A c e Toua
groupes

Egypte 15,0 ' 0,0 Ecoliers El Khely (1969)

Inde (New Dalhi) 19,7 2.4 8,1 34,5 Ecoliers Frakesh, Sharma (19%73)
(Inde méridicnale} 3,2 g,0 12,6 35,0 Tous grovpes d'Sge Meyers, keshi (1961)
{Bombay) 9.0 Malng de 20 ana Sanc, Bhat (1%63)

Iran 10,0 Tous groupes d'dge Gharagozloo (1968)

Tarael §,0=11.,0 Ecollaeras Pavies et al, {196%9)

tuganda 14,0 Tous groupes d'ige Blowers (1969}

Singapaur 11,0 1,0 6,5 19,0 4-6 ans Tay (19707

1,0 4,7 12,7 9.0 7-14 ana Tay {19733
4,0=32,0 7=14 ans Tay (1973)

Viar Nam 3.8 11,0 7-20 ans Agapi (1%62)

i+}  Les greupes rarement 1901€s ne sont pas twencicnnés.
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TARLEAU 2, INCIDENCE DU RHUMATISME ARTICULAIRE AIGU
DANS QUELQUES PAYS EUROFEENS
Pays Nembre de cag Dete de Population Groupe d'3ge X
(pour 100 000) 1'étudea (en millions) (en anpéeg) ote
Danemark 28,5 1952 4,0 Tous Ages Déclarationa
15,3 1960 4,5 obligatolre=
10,7 1970 4,9
Angleterre 15,8 1959 1,2 1-14 Déclaratio
et Galles 8,8 1961 1,3 obligatolre™
4,7 1963 1,3
Norvége 72 1946 4,0 Tous #ges Déclarationc
28 1956 obligatoire=
14 1964
Paya=-Bas 19 1959-1965 0,13 Tous Hges Etude
prospective=
Tchéca- 61,2/42,9 1961 0,1/0,05 { 15/515 Etude .
slovaguie 22,8/19,3 1966 0,3/b,07 ' proapectives
8,5/ 2,6 1972 0,3/0,08
Origine des données :
= Service national de Santé. = Valkenburg, H, A. et al., 1971,
b
= Minigtdre de la Santé. £ Kopecke, B. et al., 1977.
[
=1
TABLEAU 3, RHUMATISME ARTICULALRE AIGU (RAA) ET CARDIOPATHIES RHUMATISMALES (CR)
DANS QUELQUES PAYS SITUES HORS D'EUROPE
. Groupes
Incidence | Prévalence Date de Population d'age
du RAA des CR X (en Référence
Pays 1'&tude
{pour (pour williers) des)
100 000) | 0o 000) annees
Japor 4,6 1958 800 B-14 Shiokawa, Y. (1975)
Nouvelle-
Zélande
{chte
orientalea)
Maoris 235 10-14 Stanhope, J. M. (1978)
Autres races 55 1963-1969 10-14
Hong Keng 23,1 1372 4 Q00 tous f@iges| Wu, R. W, ¥. (1975)
TaTwan 1,4 1970-1971 5 1-19 Lue, H. Ch. {1975)
Indonésie 1,0 1470 4 1-14 Hannafiah, A. (1973}
Singapour g2 1971 2 000 tous 8geg| Loh, T, F. (1975)
Inde
(différentes
localités) 1,4-19,0 1972-1374 28 1-14 Padmavati, 5. (1974)
nord 1,65 33 tous Agea| Berry, J. N, (1972)
aud € ,48 1974 6,3 1-14 ¥oshi, G. (1975}
Iran
Téhéran 58,51 1971-1973 56 Gharagozloo, K. (1975)
tous fges
Abadan 100 1971 70 Partow, A. (1972)
Chypre 21-43 1962-1972 150 tous dges| Kalblan, V. V. (1972)
Egypte 16 1966-1972 6-12 El Kholy, A. (1972)
hlgérie 15 1970 470 614 Mostefai, M. ¢. (1972)
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L'intér8t que portent les autorités samitaires au probleme des affections streptocaocciques
est pleinement justifié par 1'existence de méthodes qui permettent d'identifier ces maladies,
de les traiter efficacement et d'en prévenir les séquelles,

1.2 Le rSle de 1'examen microbioclogique dans le diagnostic

Les &tudes cliniques, épidémiologiques et microbiologiques ont montré de manigre concluante
qu'd 1'exception de la scarlatine, le diagnostic des affections streptococciques algués de 1g
gorge et de la peau fondé sur les symptOmes cliniques exige presque invariablement une confirma-
tion microbiclogique. Dans le ¢as du rhumatisme articulaire et de la glomérulonéphrite aigus,
1'identification directe Et/ou indirecte d'une infection streptococcique antérieure, c'est-a-
dire par isolement de streptocoques du groupe A et/ou détection d'une réponse immunitaire & ce
germe chez le malade, sont d'une importance fondamentale pour le diagnostic. Un examen bactério-
logique précis & la recherche des souches hémolytiques (autre que le groupe A), de strepto-
coccus viridans ainsi que des souches non hémolytiques occasionnellement patheogénes pour 1'homme
qui provoquent des affections aigus ou chroniques dans divers tissus et organes s'impose dans
un ¢ertain nombre de cas, par exemple lors d'affectlouns purulentes, d'infections dentaires, de
maladies des voles urinaivres, d'endocardite ou autres,

Pour que 1'examen microbiclogique soit fiable il faur ;

i) faire un prélévement convenable sur le malade et le transporter eorrectement
jusqu’au laboratoire;

ii} utiliser les techniques.d'identification classiques;

iid) interpréter correctement les résultats.

I1 est essentiel, tant pour poser le diagnostic définitif chez tel ou tel malade que pour
&laborer un programme de lutte, de disposer de services de laboratoire permettant le diagnostic
bactériclogique et sérologique des infections streptococeiques. Ceux-ci, qui devront 8tre inté-
gTés aux services de soing exlstants, devront s'insérer dans un systdme général opérant 2 trois
niveaux {tablean 4).

Au niveau national

a) Services pdrviphéviques consistant en upn réseau d'installations pour la collecte et le
tramsport des échantillens, situés dans les centres de soing, et un réseau de laborarsirves
versfe dans les méthodes microbiolegiques de base pour le diagnostic des infections atrep-
tococciques, du rhumatisme articulaire aipu et de la glomérulonéphrite aigud.

b) Un laboratoire central des streptocoques, capable de mettre on ceuvre das techniques
spécialisées, d'effectuer des recherches et d"apporter son aide aux unités périphériques
sous la forme de conseils d'experts, de travaux de référence et d'activitéds de formation.

Aun nivesu internatiomal

e) Des centres collaborateurs OMS qui apportent leur assistance aux projets coordonnés
par l'organisation, se chargent de la normalisation des méthodes et des programmes de
recherche, et travaillent en collaborationm &troite avee les centres nationaux pour les
streptocoques en les aidant & leurs activités de référence et de formation. Les centres
collaborateurs OMS operent également en coopération &troite avec d'autres laboratoires
de pointe travaillant dans ce domaine.

La création d'un tel systime est un processus de longue haleine, au cours duguel les
structures et les activités correspondant aux différents niveaux se constituent étape par
étape, fandis que des efforts sont déployés pour renforcer les liaisons entre laboratoires,
assurer une c¢roissance continue de l'activité professionnelle et faconner er orienter 1'easemble
des systémes de maniére qu'ils fonctionnent A plein régime. Dans un certain nombre de pays, le
systéme fonctiomne déjA sous cette forme i trois composantes,
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TABLEAU 4. PLAN STRATEGIQUE RELATIF AUX SERVICES DE LABORATOIRES
POUR LE "PROBLEME STREPTOQCOQUES™
Activités - Fonctions - Articulations
Niveau national Niveau international
Fériphérique Central
Recueil et transport des Techniques spécialisées de Aide aux projets OMS au
dchantillons laboratoire niveau du Sidge et des
- Régions
Techniques fondamentales de Recherche Normalisation des méthodes
dimgnostic microbiologique
Assistance au niveau Recherche
périphérique
Conseils d'experts Assistance au niveau
Travaux de référence national central
Formation Travaux de référence
Formation

2. LE STREPTOCOQUE ET LES INFECTIONS STREPTOCQOCCIQUES CHEZ L'HOMME

2.1 Lo penre streptococcus

Les streptocoques sont des micro-organismes Gram positifs, de forme sphérique ou ovoide,
qui se développent généralement en chatne plus ou moins lengue et sont dépourvus de cytochrome
¢t, & de rares exceptioms prés, de catalase. Ils sont aérobies, encore qu'en général ils
cultivent mleux dans une atmosphére pauvre en oxygéne,

Le penve streptococcus est L'un des cing genres qui constituent la famille des strepto=
cugcaceae (Manuel de Sergey, Buchanan et Gibbons 1974}, les autres genres étant aérococcus,
gemella, leuconostoc et pédiococcus.

Pour des raisons egsentiellement pratiques visant A faciliter le diagnestic, plutdt que
d'un point de vue strictement Laxonomique, les germes du genre streptococcus sont divisés en
doux catégories

a) les streptocoques béta-hémolytiques qui & des rares exceptions prés sont classifiables
en groupes sérologiques selon le systéme de Lancefield;

b) les streptocoques alpha-bémolytiques (viridans) et non hémolytiques qui appartiennent
soit A certains groupes de Lancefield soit & d'aptres esplces non elassables en groupes.

2.2 Tableau clinique des infections streptococcigues chez 1'homme

Chez 1'homme, 1'infection streptococeique détermine un certain nombre de symptimes
cliniques, Les manifestations cliniques dépendent de 1'espice de Streptocoque en cause, du
point de départ de l'infection, du tissu ou de l'ordre infecté et de la condition physique de
1"hdte.

Les streptocoques hémolytiques constituent la cause essentielle d'infection chez 1'homme:
ils sont en majeure partie classifiables sérologiquement selon le systime de Lancefield; les
groupes séroleplques sont désignés par les majuscules A, B, C, ete,

Parmi ceux-ci, lez agents pathog2nes les plus Importants pour 1'homme sont constitués par
les streptocogques du groupe & (streptococcus pyogénes). Clest 1"agent étiologique le plus
Iréquemment incriminé dans les infections streptococeiques aipgués des voies respiratoires
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supérieures, qui s'accompagnent de symptdmes de pharyngite et d'amygdalite; il est épalement
1'agent causal de la scarlatine. Chez les enfants de moins de trois ans, des infections par
des streptocoques du groupe A ne présentent pas généralement un tableau clinique vraiment
typique et se manifestent souvent par une symptomatologie qui évoque la masopharyngite
subalgud sans toutefois la localisation catractéristique du processus inflammatoire., Les
streptocoques du groupe A déterminent également toute sorte de lésions septiques, Les
infections streptococciques dues A ce groupe peuvent se manifester sous la forme de poussées
épidémigues. Ce sont les germes de groupe A qui sont responsables des séquelles importantes
non suppurantes de l'infection aigu¥, & savoir le rhumatisme articulaire aign et la glomérulo-
néphrite aigu®&, Parmi les complications purulentes on compte la lymphadénite, la sinusite,
l'otite de l'oreille moyenne, les abcds péri- amygdaliens, etc.

Les streptocoques du Groupe B (8. agalactiae). Ces germes peuvent déterminer 1'apparition
d'un certain nombre de symptdmes cliniques, A cet &gard les infections uro-génitales de la
femme et les streptocoeccies du mouveau-né sont d'une grande importance.

Les strepfocoques du Groupe C (essentiellement 5. équisimilis), et des Groupes G et F
(8. anginosus) envahissent fréquemment le pharynx et peuvent provoquer des cas sporadiques de
maladies des veies respiratoires supérieures. Ile déterminent 1"apparitiom de foyers septiques,
Les infections, non plus que ¢elles dues au Groupe B, ne sont jamais suivies de séquelles non
suppurées,

Les streptocogques du Groupe D comportent les entérocoques, qui sont trés ubiquitaires et
dqui colonisent facilement l'organisme humain, notamment 1'intestin. Bien qu'ils se comportent
généralement comme des saprephytes, ils peuvent daps certaines conditions déterminges
entrainer des infections généralisées aigugs ou subaipgués (par exemple une endeocardite bacté-
rienne subaigu& ou une infection des voies urinalires) ou des infections locales au niveau de
divers tissus.

Les streptocoques appartenant & des Grouves de Lancefield atitres que ceux qui seont
indiqués ci-dessus sont dans la plupart des cas pathogénes pour 1°animal et il est rare qu'on
les igole chez 1'howme. D'ailleurs on est assez mal renseigné sur leur pouvoir pathogéne pour
I’ homme,

Les streptoceques alpha-hémolytiques (viridans) et non hémolytiques qui ne sont pas
groupables selon le systdme de Lancefield se remcontrent fréquenment danz les voies respi-
ratoires supdrieures de 1'homme et quéelquefois aussi en d'autres points de 1l'organisme. Le
pouvolr pathogéne de ces streptocoques est mal connu, On les rencopfre souvent dans les endo-
cardites bactériennes, quelquefois aussi dans les cas de bactériémies fébriles sans signe
d'infection localisée, dans les lésions suppurées ainsi gue dang un certain nombre d'autres
affections. A cette catégorie se rattachent les streptocogques que l'on soupgonme d'8tre les
agents €tiologiques de 1a carie deataire,

2.3 Caractdres bjiologiques des streptocogues hémolytiques; streptocoques du Erolpe A

Le penre streptococcus est constitué d'um grand nombre de micro-organismes biologigquement
divers,

Les streptocoques hémolytiques cultivent facilement sur géloge au sang contenant des
hématies de divers mammifires dont ils provoguent la lyse.

Les différentes esplces de stzeptococcus présentent des exipences nurritionnelles tras
diverses, mais tous les streptocoques ont besoin de milieux riches en €léments nutritifs, Cette
condition est essentielle pour que puissent se développer de fagon satisfaisante des germes
dotés d'un équipement antigénique adéquar,

Le milieu de culture de base doit contenir une macération de viande {un produit fratche-
ment préparé est préférable 2 une préparation commerciale déshydratée), des peptomes, du
glucose et de divers sels, La stérilisation par la chaleur rend le milieu moins apte & entre-
tenir la croissance. Toutefois, cette opération donne entidre satisfaction dans la plupart des
cas et on y a généralement recours. Pour les cultures délicates, la filtration du milieu se
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révele supdrieure & la stérilisation par la chaleur, L'addition de sérum ou de sang au milieu
favorise considérablement la croissance des streptocoques. Cet enrichissement est nécessaire
en particulier pour la culture des streptocoques en milieu solide (sur boites de gé€lose au
sang) mals on le recommande &galement pour la préparation de cultures de haute virulence
obtenues en un court laps de temps (bouillon au sérum),

Les streprocoques hémolytiques urilisent des polyosides comme scurce d'énergle. Ces germes
&tant anaérobles Faculratifs, le produit métabolique résultant en est 1'acide lactique,

De méme que pour la plupart des autres bactéries pathogénes pour 1l'homme, la température
optimale de croissance est de 37°C, Le chauffage & 56°C constitue une méthode fiable pour tuer
la plupart des souches de streptocoques hémolytiques, mais certaines espdces résistent 3 cette
température (par exemple les entérocoques).

les streptocoques du groupe A cultivent en gélese au sang en formant trois types primci-
paux de colonies {figure 1) : a) des colomies mucoirdes de grande dimension, humides, légdrement
surélevées; les streptocoques gqui se trouvent dans cette phase produisent régulidrement des
capsules constituées d'acide hyaluronique et souvent aussi des protéines M; b) les colonies
metes (matt) opaques et plates, avec une tendance 4 prendre une surface irré&puliére, du fait
que, dans la plupart des cas, elles se forment par desséchement des colonies mucofdes; c'est
pourquol on les appelle quelquefois aussi colonies postmucoYdes; ces colonies produisent
fréquemment des protéimes M; c) les colonies lisses ou glossy qui ont & la fois un aspect lisse
el brillant et sont d'un diamétve beaucoup plus réduit que les autres colonies, en général
1 2 2 mm veulement; les protéines M ne sont que rarement présentes. Il convient de noter que
la velation entre la forme des colopies et la production de protéines M n'est qu'approximative
et ne doit jamais @tre considérée comme up caractdre absolu car ces deux propriétés des
streptocoques du groupe A présentent des variations considérables.

FIGURE 1. FORMES DE5 COLONIES DES STREPTOCOQUES

a) mucoide b) mate (matt) c) brillante (glossy)
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L'hémolyse et la forme des colonies sont les principaux caractdres permettant 1'identi-
fication des streptocoques hémolytiques en botte de g€lose au sang, Il est essentiel de les

distinguer de hemophilus et des corynébactéries pPyogénes, en ralson de la ressemblance de
1'hémolyse. En cas d'incertitude, on examinera un frottis coloré au Gram,

Les &tudes de structure et de composition antigénique ont montré que les constituants
particuliérement importants pour la virulemce du streptocoque et sa classification sont situds
dans les couches externes de la bactérie. La figure 2 domne la composition schématique de 1la
cellule d'un streptocogue du Eroupe A,

Ls partie la plus extemne de la surface bactérienne est la capsule.

Sous la capsule d'un streptocoque du groupe A on trouve la parci bactériemne que 1'on
peut considérer, pour simplifier, comme dotée d'une strueryre en trois couches,

FIGURE 2. ASPECT SCHEMATIQUE D'UN STREPTOCOQUE DU GROUFE A

STREPTOCOQUE DU GROUEE A

——— ACIDYE HYALURONIQUE
——
- /'L’m (acide lipocéichotque)
-
e FcRF {facteur réaplssunt au Fc)
PROTEEINES : M
T
R
MAF (protéine associée
4 l'antigéne M} (NTSM)
SOF {facteut d opacité
du sérum)

C POLYOSIDE

PEPFTIDOGLYCANE
PROTEINE, LIPIDE, GLUCOSE
BETA-GLUCURONIDASE
] HEMOLYSINE INTRACELLULATRE
] ISF (facteur immunosuppresseur)
: NUCLEQFROTEINES
1 MEMBRANE
CYTOPLASMIQUE

La ¢ouche pariétale externe contient de 1'acide lipotéichol'que ainsi qu'un certain
nombre de constituants protéiques, & savolr les antipénes M, T, R, MAP (protéine associée &
1'antigdne M, dite &galement protéine mom spécifique de type), le SOF {(facteur d'opacité du
sérum) et le facteur de liaison du Fe (Fc-binding faetor). La deuxidme couche est de nature
polyosidique, et la troisidme est constitude de peptidoglycane, Il comvient de souligner que
la ecouche la plus externe porte généralement des pili et que la couche peptidoglycanique
présente une structure en mosaTque 3 motifs intercalés.

La membrane cytoplasmique, qui entoure le cytoplasme, borde la face interne de ls paroi,

Le cytoplasme comtient un ensemble complexe de nucléoprotéines, certaines dotées
d'activité enzymatique.

Dans les streptocoques du groupe A, la capsule est composée d'acide hyaluronique formé
par 1l'assoclation de N-acétylglucosamine et d'acide glucuronique,

Chez les streptocoques du groupe B, 1a capsule est composée d'un polyoside, qui confere
la spécificité de type, C'est cette spécificité chimique et s&rologique qui permet de recon-
naftre les types Ia, Ib, I¢, II et III.
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La surface des streptocoques A est recouverte de pili (figure 3) gui premnent naissance
seus la structure pariétale. Ces pili comportent deux déterminants. L'un est 1'acide lipo-
téicho¥que (LTA) qui permet aux micro-organismes d'adhérer aux cellules &pithéliales de la
mugueuse buccale humaine grice aux restes acides gras de sa molécule, A la surface des leuco-
cytes polymorphonuciéaires se trouvent également des récepteurs du LTA qui interviennent dans

la reconnaissance des streptocoques du groupe A et en permettent la fixation lors du processus
de phagocytose,

FIGURE 3. PILY DE5 STREPTOCOQUES DU GROUPE A

0 of e

L'autre déterminant des pili est la protdine M, C'est un facteur de virulence qui est
responsable de La résistance 4 la phagocytose et qui confiére la spécificité de type aux
streptocogues du groupe A.

1L semble que la protéfne M soit constituée de deux fractions, 1'une dotée 4'activité
précipitinogzne et 1l'autre d’activité antiphagocyraire. La premiére est constituée de molécules
de petite taille, spécifiques de type, tandis que la seconde consiste en un ensemble de molé-
cules dont la masse maléeculaire avoisine 3Q 000 daltons, Les deux fractions sont blologl«
quement distipctes ef peuvent Btre séparées,

Bien que la protéine M soit générzlement considérée comme une scbstance strictement
spécifique de type qui confiére une immunité spécifique de type & 1'infection streptococcique,
on a signalé récemment 1'existence d’'un certain degré de parenté antigénique entre les diffé-
rents types M, par exemple entre les types 13 et 48, 2 et 48, 3 et 12, 31, 41, 43, 52. Cette
séro-réactivité croisée n'apparait pas dans les typages de routine. A l'heure actuelle prés
de 70 types M peuvent Btre distinpgués & l'intérieur du groupe A,

La protéine M a 8té identifide aptériewrement A la substance spécifique de groupe. On
avait supposé & l'origine que tous les streptocogues b&ta-hémolytiques isclés chez 1'"homme
appartenaient & un scul groupe, Par la suite, ¢ette hypothise s'est révélée fausse. Il s'ensuit
que plusiecurs numéros de types ne sont plus utilisés, par exemple les types originaux 7, 20 et
2] dont on a montré qu'ils étaient porteurs du polyoside du groupe C et le type 16 qui appar-
tient Au groupe G, En outre, plusieurs types supposés nouveaux et qui n'avalent pas fait
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l'objet d'une analyse suffisamment approfondie se sont révélés ultérieurement correspopdre a
des types M déji répertoriés, C'est ainsi que les types 10 et 12 sont identiques de m@me que
les types 35 et 49; aussi n'utilise-t-on plus désormais que les numéros 12 et 49 pour les
désigner. :

L'importance de la protéine M justifie 1'effort qui est fair actuellement pour évaluer
1z prévalence des types M particuliers dans les différentes régions du monde et tenter de
préparer cet antiglne sous une forme anodine et de haute pureté en vue d'élaborer un vaccin
polyvalent & base de protéine M susceptible d'8tre ultérieurement utilisé chez 1'homme,

La protéine associée 2 l'antigdne M (MAP) n'a été identifide que récemment, Elle n'est
pas spécifique de type, mais ge trouve &troitement associse 3 la protéine M,

Les antigénes T et R ainsi que le facreur d'opacité du sérum jouent un réle important dans
la classification des streptocoques.

Habituellement, des protéines T sérologiquement distinctes sont communes 2 deux types M
ou davantage. En outre, les types M possddent généralement plus d'un antigdne T, Il est excep-
tionnel qu'une protéine T soit spécifique de type pour un type M, comme c¢'est le cas des types
1, 6,9, 18 et 22, L'expression "profil T" a été introduite pour désigner les "types'" déter-
minés par rapport 4 la protéine T, la symbolique utilisée pour désigner les profils T comsiste
2 faire suivre la désignation T par les numéros des types M entre parenthases, Exemple:

3/13/B 3264 (3,13,33,39,41,43,52,53,56) ; 4/28 (4,24,26,28,29,46,48,60) ; 5/12/27 (5,11,12,27,
44,61); 14/49 (14,49): 15/23/47 (15,17,19,23,30,47,54) ; 8/25/Imp 19 (2,8,25,31,55,57,59).

On a constaté que le facteur d'opacité du sérum (80F) constitue une deuxiime substance
spéeifique de type et qu'il est présent chez certains types de streptocoques du groupe A, en
. l'occurrence ceux qui produisent une protéine M dotée d'un faible pouvalr antigénique et contre
‘laquelle il est difficile de préparer des sérums de typage anti-M, Jusqu'ici, on a mis en
évidence la présence de S0F chez 1§ types M et chez un certain nombre de souches qui pourraient
étre du type M,

Le facteur réagissant ay Fe qui se fixe ay fragment Fc de la chaine lourde d'immunoglo-

i T

buline ainsi que le facteur immunosuppresseur n'ont pas encore fait l'objet 4'investigations
4 grande échelle.

Le polyoside de la parei cellulaire est spécifiqua de groupe (acide trichofque dansz les
groupes D et N) et 1'on peut répartir les streptocoques hémolytiques en groupes A & V sur la
bage de la spicificité sérologique de ce polyoside,

Les activités biologiques multiples du peptidoglycane mises en évidence im vitro et
in vivo indiquent que ce copstituant, que l'on considérait au début comme une structure
assurant simplement la rigidité de la paroi cellulaire, peuvent &galement jouer yn rSle dans
la gendse des affections gtreptococciques et voire de leurs séquelles,

Des antigénes streptococeiques croisants apparentés aux constituants des tissuys mammaliens
se sont révélés &tve présents dans la paroi cellulaire du streptocogque et dans sa membrane
cytoplasmique. Ces antigenes, gqui sont situés 2 proximité immédiste du polyoside, de la pro-
téine M et du ou des comstituants de la membrane cytoplasmique pourraisnt jouer un rSle consi-
dérable dans la pathogendse des infections streptococeiques et de leurs séquelles.

Les streptocoques du groupe A produisent um certain nombre de substances extra-cellulaires,
Un grand nombre d'emtre elles ont &té identifides ot analysées biologiquement, C'est ainsi
que la toxine érythrogéne (toxine de 1a scarlatine) est responsable de 1l'éruption qui se pro-
duit chez les malades atteints de scarlatipe. Elle n'est produite que par les souches lyso-
génes. On a identifié de manidre concluante au moing trols types d'antigénes, La streptoly-
sine 0 (oxygéno-labile) provoque la lyse des érythrocytes de divers mammiféres et elle est
dotée d'un effet cardio-toxique marqué, La streptolysine 5, thermolabile, n'est pas antcigé-
nique. La désoxyribonucléase existe sous quatre formes antlgéniques;: A, B, C et D. La hyalu-
ronidase, la streptokinase, la diphosphopyridine-dinucléotidase et la protéinase sont d'autres
produits extracellulaires du gtreptocoque., Toutes sont antigéniques, mais leur détermination
par des méthodes immunclogiques se fait moins couramment aujourd'hui que par le passé,
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3. METHODES BACTERIOLOGIQUES D'IDENTIFYCATION DES STREPTOCO)UES

3.1 Prélévement au niveau de la gorge, du nez et de 1'épiderme

Le prélévement des é&chantillons destinés 2 1'examen bactériclogique s'effectus par
fcouvillennage,

Lorsque 1l'on coufectionne les dcouvillons au laborareire, on veillera 4 utiliser une
substance qui soit dépourvue d'activité bactéricide {par exemple il ne faut pas utiliser
d'ouate traitée par 1'anhydride sulfyreux), 1l est done recommands de commencer par s'assurer
que la substance utilisée est bien dépourvue d'une telle activité, Les substances les pluys
fréquemment utilisfes sont l'ouate (de préférence détoxifide - voir annexe, section 1.1) et
les tissus synthétiques. Les écouvillons doivent 8tre stérilisés & L'autoclave plut8t qu'a la
chaleur séche.

Lotsqu'on procdde 2 1'examen des voies respiratoires supérieures, Il faudra écouvillonner
vigoureusement les amygdales et 'oropharynx (figure 4). La langue sera comprimée au moven d'un
abaisse~langue afin d'éviter tout econtact avec 1'écouvillom. Pour prélever un échantillon
nagal, on insérera l'écouvillon de 1 4 2 centimdtres dans chaque narine er 1'on écouvillomnera
la muquevse nasale. 8i 1l'échantillom est 3 prélevexr sur une lésion cutanfe, on recueillera une
gouttelette de la aérosité qui s'écoule de la lésion., Cette opération est simple lorsqu'il
£'agit d'une lésion ouverte. §'il y a une crofite, il faut soit l'arracher, soit tendre en
tirant les bords de la crolite avec les doigts afin d'en faire sortir ume gouttelette de séro-
sicé (figure 5).

FIGURE 4. PRELEVEMENT DE GORGE PAR ECOUVILLONNAGE
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POSTERIEURE
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FIGURE 5, PRELEVEMENT SUR UNE LEESION CUTANEE

Type de lésion

ouvertgs crofite
, o "Et
prélever directement enlever la tendre la peau
crofite puis ou puis prélever
prélever 1'exzudat

FIGURE 6, METHODE DE TRANSPORT SUR BANDE DE PAPIER-FILTRE
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3.2 Transport degs échantillons au laboratoire

Le matériel prélevé devra &tre transvasé dans um milieu de culture aussi rapidement gue
posslble et de préférence imwédiatement. Dans tous les cas, le temps qui s'écoule entre 1'ins-
tant du prélévement et 1'inoculation ne doit pas dépasser trois jours. Il est recommandd qu'une
foiz préparés, les milieux Svient conservés au réfrigérateur.

5i cela n'est pas possible pour des raisons techniques, om aura recours 4 la méthode de
la "bande de papier-filtre", au syst2me de transport em gel de silice du commerce, ou au milieu
de tramsport de Stuart, pour maintenir 1'échantillon dans de bonnes conditions jusqu'a ce qu'il
so0it incculé A un milieu bacrériologique. '

Mérhode de la bande de papier~filtre

(Pour la wéthode de préparation, vwoir ammexe, section 1.2.)

Déplier 1'¢mballage externe (feuille de papier d'étain) du paquet, soulever du doigt le
papier paraffiné (sans toucher la bande de papier-filtre qui est 4 l'intérieur), frotter, en
imprimant une légdre pression, l'écouvillen sur la surface de la bande (figure 6). Jetar
ensuite 1'écouvillon. Laisser le paquet ouvert pendant une 3 deux minutes pour qu'il puisse
sécher, Replier l'emballage extérieur sur le papier paraffipé. Inscrire la marque d'identifi-
cation de l'échantillon au stylo & bille sur 1'emballage extérieur et expédier le paquet au
laboratoire, Il est commode de poster le paquet sous enveloppe. Si le matériel bactériologique
@sL conservé 4 lag température amblante sur bande de papier-filtre, on pourra en différer 1'ino-
culation pendant une période allant jusqu*2 10 jours. Dans les régions tropicales, il est
recommandé , pendant la saison des pluies (mois de mousson) de conserver et d'expédier les
bandes de papier-filtre dans ume bouteille ou une bofte contenant un desséchant, par exemple
du gel de zilice.

Milieuw de transport de Stuart

{(Pour la méthode de préparation, voir annexe, sectiom 1.3.)

Introduire aseptiquement l'écouvillon dans un tube contenant le milieu de transport de
Stuarc. Fermer le tube 2 1'side d'un tampon d'ouate ou d'un bouchon de cacutchouc, Expédier
1'échantillon au laboratoire, Ce milieu est particulidrement utile lorsqu’on recherche également
dans 1'échantillon d'autres germes gue les streptocoques. Les streptocoques ne doivent pas é&tre
conservés plus de trols jours sur milieu de transport de Stuart, ce qui limite 1'utilisatleon de
ce systéme dans certains cas,

Méthode au gel de silice

Introduire 1'écouvillon dans le paquet (vendu dans le commerce) ou le tube contenant des
cristaux de gel de silice (voir annexe, section l.4), Bien s'assurer que les cristaux recouvrent
complétement 1'extrémité ouatée de 1'écouvillon, Fermer le paquet ou le tube, Ce milieu permet
de conserver les streptocoques pendant des périodes allant jusqu'Z six semaines,

Les échantillons tramgportés par la méthode au gel de silice doivent 2tre réactivés au
moyen d'un bouillon convenable. $i 1'écouvillon a voyagé pendant une période n'excédant pas
deux jours, il sera humidifié puis inoculé & une bofte de gélose aw sang. 5'il a voyagé trois
3 cing jours, 1] devra Btre incubé dans un bouilleon pendant quatre A six jours avant d'8tre
ingeulé sur la bolte. 5i le voyage a duré six jours ou davantage, on procédera & une incubation
jusqu'su lendemain dans le bouillon et 1'on em utilisera la valeur d'une anse pour inoculer la
boite de gélose au sang,

3.3 Culture des &chantillons eun botte de gélose au sang

Les é&chanrilloms présents sur les écouvillons (soit des &couvillomns uwtilisés directement,
soil des Ecouvillons conservés dane le milieu de transport de Stuart) devront 8tre frottés sur
une surface de 3 x 3 ¢m dans une moitié de bofTte de gélose au sang (voir anmexe, section 1.5).




WHO/BAG/ 80, 1
Page 17

A partir de ce point, on effectuers des stries sur le reste de la g&élose au sang de la maniére
habituelle en utilisant une anse métallique stérilisée. Utiliser deux amses pour chaque E&chan-
tillon (figure 7). Faire incuber les boftes en aérebiose jusqu'au lendemain & 37°C.

FIGURE 7. INOCULATION D'UN ECHANTILILON

Botte de gé&lose au sang

Inoculer &
1'aide de

1'écouvillen
Inoculer par stries

O 1re anse, <Bté un

(3 2¢ anse, cBté deux

(E)inﬂculation profonde avec
la 1'® anse, puis inmocula-
tion par stries
2% anse, c&té un

(5) 2% anse, cBté deux

a, b, ¢, d, - effectuer les stries dans cet osrdre

Les échanti]llons conservés sur bande de papier-filtre sont inoculés de la manigre sui-
vante : déplier le paquet, prélever la bande de papier-filtre 3 1'aide de pinces stériles
(flambées au bec Bunsen)} et &tendre l'échantillon sur la botte de gélose au sang (la marque au
crayon tournée vers le haut)}. Faire incuber pendant quatre heures & 37°C, puis soulever la
bande & l'aide des pinces stériles et l'étendre 3 nouveau sur la mEme boTte & distamce du pre-
mier point d'inceulation. Faire incuber en aércbiose a 37°C jusqu'au lendemsin, puis jeter la
bande de papier.

Pour la culture des échantillons dans lesquels on soupgonne la présence de staphylocoques
ou de bactéries Gram-négatives (par exemple provenant de lésions cutanées 4 un stade avancé),
Les boltes de gélose au sang contenant du cristal vielet ou de la gentamicine conviennent mieux
que la gélose au sang seule (voir annexe, section 1,6), Le cristal violet arréte la croissance
des staphylocoques et la gentamicine celle des staphylocoques et des bactéries Gram-négatives.

L'inoculation et 1'incubation s'effectuent de ls mme maniére qu'avec les bottes contenant uni-
quement de la gélose au sang.

3.4 Identification des streptocogues

Parmi les germes pathogines pour 1'homme appartenant au genre streptococcus, ce sont les
streptocoques bBta-hémolytiques qui sont le plus fréquemment isolés. Ils poussent en colonics
d'aspect typique autour desquelles se produit 1'hémolyse b8ta (lyse totale des hématies et
décoloration de la gélose au sang tout autour des colonies). Les streptotoques pathogénes pour

1'homme produisant une hémolyse alpha ou aucume hémolyse (hémolyse gama) (figure 8) sont moins
frégquents.
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FIGURE 8. TYPES D'HEMOLYSE SUR BOITE DE GELOSE AU SANG :
a) HEMOLYSE ALPHA; ©b) HEMOLYSE BETA; ) HEMOLYSE GAMMA (PAS D 'HEMOLYSE)

Il est esagntiel de pouvoir distinguer de facon sire les streptocoques des autres bacté-
ries, par exemple hemophilus ogu les corynébactéries pyog2nes, susceptibles de produire une hémo-
lyse en gélose au sang qui rappelle celle que provoquent les streptocoques bdta-hémolvtiques,

La différenciation s'effectue par examen microscopique d'un frottis coloré au Gram,

Dang la grande majorité des cas, les streptocoques bBra-hémolytiques cultivant sur une
boite de gélose au sang apparaltront dans 1'une des trois phases suivantes (figure 1)
a) ¢olonies brillantes (glossy) : aspect lisge et brillant, 1 & 2 mm de diamdtre;

b) colonies mates (matt) : opagues, généralement plates avec quelquefois une suréléva-
tion caractéristique au centre. Elles tendent & offrir une surface irréguliére du faitr
qu'elles se développent par dessiccation sur boftes de gélose des celonies mucoTdes
(colonies postmucordesg);

©) colonies muco¥des : grandes, aqueuses, surélevées,

Toute la série des opérations de prélévement, de transport et de culture est récapitulée
sur la figure 9,

3.5 Evaluation et compte rendu des résultats

L'utilisation de techniques appropriées permet de recueillir dams les cas d'affections
aiguds des voles respiratoires supérieures un grand nombre de colonies de streptocoques bdta-
hémolytiques., Les lésions cutanées streptococciques révélent aux premiers stades une prolifé-
ratfon tres importante des germes, mais une colonisation secondaire par des staphylocoques et
des bactéries Gram-négatives se surajoute fréquemment.

Chez les porteurs, on cultive généralement moins de 20 colonies de streptocoques bata-
hémolytiques par examen d'un &eouvillonmmage pharvngé.

La découverte de streptocoques b&ta-hémolytiques daps un échantillon scumis & 1°examen
microscopique doit &tre signalée le plus rapidement possible au clinicien. Le compte rendu
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devra comporter des renseignements sur le nombre de colomies isolées, ce qui peut &tre impor-
tant pour distinguer les porteurs des patients atteints d'une infection streptococcique aigud,
Il est important de.se souvenir que 1'évaluation des vésultats microbiologiques fondée sur des
données quantitatives n'est valable que si 1'échantillom a été prélevé de mamidre approprife
et ¢ultivé précocement et correctement.

FIGURE 9, SCHEMA POUR L'EXAMEN DES ECHANTILLONS

EXAMEN ©'UN ECHARTILLON
/ 7

3 heures
Temps &coulé antre lg ( 3 heurea f \
prélévesent er l'examen ' baonde de

4couvillon bapier- /7 ou wiliea
Transpore kel quel ttitre ) de Stuart

Fl
el oy

Inoculation
géioae F b
au
sang
Iocubation © ‘jusqu'pn lendemdin, 37°C, en aérobiose
Idenciffcatlon colontes de srreprocoques (frottis colord au Gram, si négessaire)
Enregiatrement  cype d'hémolyne s By
phase des cplonien : mucoldes, mates, beillantes
crelsaance (quantirative) : + [ L20 colonles)

+ (21 b 100 colonies)
+H+ {7100 colonies)

4. STREFTOCOQUES CLASSABLES SELON LE SYSTEME DES GROUPES DE LANCEFIELD : IDENTIFICATION
DES GROUFES

Tous les streptocoques béta-hémolytiques isolés dans les cas d'infections dent on soup-

gomne l'origine streptococcique doivent faire 1'objet d'un groupage. la majorité des infections

streptococciques humaines sont dues aux streptocoques du groupe A qui déterminent souvent des
poussées épidémiques dans certains groupes de population. En outre, les infectiens n'ont de
séquelles, comme le rhumatisme articulaire aigu ou 1a glomérulonéphrite aigu¥, que
lorsqu'elles sont provoquées par des streptocoques du groupe A. Dans le sysréme de Lancefield,
on dénombre des groupes allant de A 2 V, mails presque toutes les infections humaines sont pro-
voquées par des streptocoques b&ta-hémolytiques qui appartienment aux groupes A, B, ¢, D, F

et G,

Il existe actuellement de rr2s nombreuses méthodes pour le groupage sérologique des strep-

tocoques; on a4 épalement mis au point des épreuves permettant 1'identification directs des
groupes A, B et D. Pour l'identification des groupes sérologiques par géro-précipitation, les
réactifs utilisés sont le sérum de groupage hyperimmun préparé sur lapin et 1'antigéne de
groupe de la souche &tudife, préparé par extraction selon 1l'une des méthodes suivantes : par
1'acide chlorhydrique (Lancefield, 1933), par le formamide (Fuller, 1938), par lyse hactério-
phagique (Maxred, 1957), par action d'une enzyme provenant de 5. albus (Maxted, 1948), au
moyen de l'acide nitreux (El ¥holy et al., 1978), ou simplement par gimple passage 24 1'auto-
¢lave (Rantz & Randall, 1955). Il est &galement possible d'uriliser la méthode de précipita-
tion en gélose ou de précipitarion sur membrane de ¢ellulose, L'immunofluorescence est égale-
ment trés répandue (Moody et al., 1958), de méme que la méthode d'agglutination dans laquelle
les anticorps sont fiwés A des staphylocoques (Christensen et al., 1873) ou & des particules
de latex (Facklam, 1974).

]
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Les méthodes de groupage des streptocoques qui se prétent le mieux au diagnostic de
routine ont £té sélectionnées et feront 1'objet d'une description détaillée dans ce qui suit,
£l s'agit de méthodes d'orientation comme l'épreuve & la bacitracine, 1'&preuve CAMP, 1'&preuve
& la bile-esculine, la détermination sérologique par précipitation au moven de 1'extrait de
Fuller (1938) ou celui de Lancefield (1933) ainsi que de la réaction de coagglutination dapg
laquelle des staphylocoques sont traitds par l'anticorps de groupe.

4.1 Méthodes d'orientation

De nombreux laboratoires urilicent en routime trois techniques non sérologiques pour
1'identification des souches du groupe A, du groupe B et du groupe D. Elles se sont révélées
Intéressantes comme méthodes d'orientation., Toutefois, la méthode la plus approprige et la
plus sire reste la mithode sérolegique qui devrait &tre utilisée chaque fols gue possible.

4.1.1 Epreuve a4 la bacitracine

Cette &preuve est utiliséde comme méthode d'oriemtation pour l'identification des strepto-
cofques du groupe A qui sont extrémement sensibles 2 cet antibiotique (Maxted, 1953).

La quantité de bacitracine contenue dans le disque de papier est déterminante pour !'appli-
cabilité pratigue de 1'&pteuve car certalnes souches des groupes C, G et L témoignent vis-a-vis
de la bacitracine d'une sensibilité approximativement égale & celle des souches du groupe A,

Si 1l'on utilise des disques du commerce, il convient de se conformer strictement aux instruc-

tions données par le fabricant. 54 les disques sont préparés au laboratoire, il est essentlel
de vérifier leur effet sur les souches des groupes A, C ot G.

Exécution de 1'épreuve : Imoculer une souche hémolytique de streptocoques sur une boite de
gélose au sang et y appliquer un disque 3 la bacitracine, Faire incuber jusqu’au lendemain 2
37°C, Evaluer le diamdtre de la zome : déterminer si la souche appartient ou non gu groupe A
en utilisant 1'échelle basée sur la guantité de bacitracine présente dans les disques imprégnés,

4.1.2 Epreuve CAMP

Cette £preuve est urilisée pour 1'identification des'streptocoques du groupe B, Elle =e
base sur la liadson de la protéine CAMP du streptocoque du groupe B 3 la céramide de 1a mem-
brane érythrocytaire foxmée par action préalable de la bata-hémolysine staphylococcique

{sphingomyélinase ()} qui provogue une lyse érythrocytaire trés accentude (Christie et al,,
1944) .

Exécution de 1l'épreuve : Inoculer la souche streptococcique (pas plus de guatre souches
par bofte) par stristion horizontale d'une bofte de la gélose au sang. En tragant des stries
verticales séparées perpendiculaires aux stries d'ensemencement streptococcigue, inceuler la
souche staphylecececeique convenable. Incuber & 37°C jusqu'aw lendemain. Les souches du groupe B
provoquent une potentialisation de 1'hémolyse 13 oft les stries se coupent, Il en résulte un
aspect "en papillon' caractéristique (figure 10),

11 convient de souligner toutefois que ce phénomdne n'est pas rigoureusement spécifique
des streptocogues du groupe B puisque aussi bien on peut 1'ogbserver avec certaines souches
animales duy groupe E, P, U et V.
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FIGURE 10. EPREUVE CAMP POUR L'IDENTIFICATION DES STREFTOCOQUES DU GROUFE B
a) SOUCHES EXAMINEES ; b) STAPHYLOCOCCUS AUREUS

4.1.3 Epreuve & la bile-esculine

(Voir annexe, section 2.3.)

Cette épreuve permet d'identifier les streptocoques du groupe D, qui cultivent dans la
gélose additiomnée de 40 % de bile et provoquent l'hydrolyse de l'esculinre (Facklam, 1970).
Lorsque l'épreuve est positive, il y a noircissement du milieu {dii & la réduction du fer (III)
par un glucide Libéré par 1'hydrolyse de 1'esculine).

4.2 Détermination sérologigue par précipitation

La classification par groupes sérologiques doit &tre préférée sux autres techniques cax
elle constitus la méthode la plus spécifique. Plusieurs techniques ont été déerites; en parti-
culier 1'épreuve de 1'anneau et 1'épreuve en capillaire utilisant un extrait de Fuller ou de
Lancefield de la souche de streptocoques 2 grouper sont largement utilisées. On trouve dans
le commerce des sérums de groupage qu’'on peut également préparer comme indiqué i l'amnexe,
section 3.

Si 1'on désire préparer un extrait pour séro-précipitation de la protéine M, il est
recommandé d'utiliser 1l'extrait de Lancefield car il peut &tre utilisé tant pour le typage
que pour le groupage. Toutefois, il faut soigneusement vérifier le pH avant de chauffer (voir
ci-aprés)., Ce eontréle n'est pas nécessaire lorsqu’on prépare 1l'extrait pour groupage. Alors
que le bouillen de¢ Todd-Hewitr (voir amnexe, section 1.7) est essentiel pour faire une culture
qui sera utilisée pour le typage M, les streptocoques peuvent gtre cultivés dans n'importe
quel bouillon (sauf dans le cas du groupe D - voir ci-aprés) si 1'on ne se préoccupe que de
groupage.

Dans le cas des souches du groupe D, on utilisera de préférence un bouillon glucosé.
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4.2.1  Préparation de 1'antig®ne de proupage

Extrait de Fuller (figure 11) : Ajouter 0,1 ml de formamide (H.CONH7) aux bactéries récol-
tées par centrifugation de 5 ml d'une culrure streptococcique de 16 heures obtenue dans le
bouillon de Todd-Hewitt. Bien ajouter et chauffer au bain d'huile & 150°C pendant dix minutes,
Refroidiv et ajouter 0,25 ml d'acide en solution aleoolique (ecomposition : 1 ml d'HCL concentré
pour 99 ml de C5H50H & 95 %); agiter; séparer le précipité par centrifugation et ajouter 0,5 ml
d'acétone av surnageant limpide. Il se forme un précipité de polyoside que 1'on sépare par
centrifugation et que l'on dissout dans 0,35 ml de solution saline stérile. Ajouter une goufte
de sal;tion de rouge de phénol (annexe, section 1.8) comme indicateur et neutraliser avec
NaOh N/5,

Extrait de Lancefield (figure 12) : Ajouter 0,5 ml d'acide chlorhydrique N/S aux bactéries
récoltées par centrifugation de 50 ml d'une culture streptococcique de 16 heures obtenue dans
le bouillon de Todd-Hewitt, Bien agiter et chauffer la suspension au bain-marie pendant
10 minutes, Aprés refroidissement, ajouter une goutte de rouge de phénol comme indicateur et
neutraliser d'abord avec NaOH 2 N puis avec NaOH N/S. Centrifuger. Le liquide surnageant
représente 1'extrait contenant le polyoside de ZTOUpPE .

4.,2.2 Réaction d'identification du groupe

L'identification du groupe par 1'épreuve de 1'anneau s'effectue dans des capillaires
coniques spéciaux dont 1l'extrémité pointue est scellée par fusien (figure 13 a)). Le diamdtre
extérieur de la partie large est d'environ 5 mm et la longueur totale 3 & 4 cm. Le capillaire
est placé sur um porte-tube, la pointe insérée dans une rainure colmatée & la plasticine. A
1'aide d'une pipette Pasteur, introduire du szérum jusqu'auw niveau du milieu de la partie
effilée. Ajouter ensuite 1'extrait, enm veillant & ce que les deux substances ne se mélangent
pas ou qu'il ne se forme une bulle d'air entre elles.

Au bout de cing minutes, observer sur fond sombre la formation de 1'amneau de précipita~
tion 4 la jonctiom des deux liquides. §i la réactiom met Plus de cinq minutes 2 se produire
elle ne¢ sera pas comptée comme positive,

Une variante technique consiste 2 effectuer la précipitation daps des tubes capillaires,
de diamétre extérieur 1,2 2 1,5m et de 5 2 8 cm de longueur (figure 13 b)). Plonger le tube
dans le sérum et en prélever une colonne d'environ 1 cm par action capillaire, essuyer l'extré-
mité, plonger le capillaire dans 1'extrait, et prélever une colonne de 1 em d'extraic (il ne
doit pas y avoir de bulle d'air entre le sérum et 1'extrait) puis placer le capillaire sur le
porte-tube muni de plasticine. Faire la lecture au bout de cing minutes 3 la température du
Laboratoire (20°C); s5'il se forme un précipité, la réaction est fortement pogitive. Ne pas
tenir compte des réactions qui se produisent au bout de 30 minutes.

L'épreuve de précipitation en tube capillaire peut également &tre effectuée sous la forme
d'une épreuve de 1'anneau. La marche & suivre est la mEme que ci-dessus, a cela prés que le
capillaire est retourné avant d'8tre inséré dans son socle de plasticine de sorte que le sérum
se trouve en dessous de 1'extrait.

Le groupage peut édgalement s'effectuer par séro-précipitation en gélose (figure 13 c)).

Préparer une solution 2 1 % de gélose Difco Noble en solution taline (RaCl 0,85 %);
ajouter de l'azoture de sodium Jusqu'ad concentration finale de 0,0l %. Bien homogénéiser par
passage A la vapeur pendant 15 minutes et transvaser dans up bain-maxie & 50°C.

Verser la solution de gélose sur des lames porte-objets. Aprés solidification, découper
sur chaque lame deux séries de cupules, comportant chacume six ou buit cupules périphériques
autour d'une cupule centrale. La distance entre le centre de chaque cupule périphérique et la
cupule centrale est de 7,5 mm. Le diamitre des cupules ezt de 3 mm.
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. FIGURE 13. DETERMINATION DU GROUPE PAR SERO-PRECIFITATION :
&) EPREUVE DE 1'ANNEAU; b) EPREUVE EN CAPILLAIRE; c) DIFFUSION DOUBLE EN GELOSE

A 1l'aide d'une pipette Pasteur, remplir la cupule centrale de sérum et les cupules péri-
phériques d'extraits des souches & grouper, Commencer avec le sérum de groupage A puisB pulsC
puis G, faire incuber jusqu'au lendemain & 44°C en chambre humide et observer les bandes de
précipitation, Les souches qui ne sont pas groupables 3 1'aide de ces sérums devront Btre
Eprouvées avec les autres sérums de groupage.

4.3 Détermination sérologique par la réaction d'agglutination

On a décrit des épreuve . d'agglutination sur lame utilisant un support particulaire
destiné i recevoir les immunsérums spécifiques de groupe. §5'il importe de connaTtre rapidement
le groupe auquel appartient le streptocoque, ces épreuves peuvent gtre exécutées en 12 2
16 heures de meins que ¢elles qui nécessitent l'extraction de 1l'antigéne de groupe. Les
réactifs nécessaires & ces épreuves existent désormais dans le commeérce - il s'agit notamment
du Phadebact Streptocdecus Test produit par la Pharmacia Diagnostics et du Streptex Test,
produit par Wellcome Reagents Limited.

Le groupage par la réaction de coagglutination (CA) constitue Ila méthode de choix
(Christensen et al,, 1973), Cette épreuve est congue pour identifier les germes b&ta-hémoly-

tiques des groupes A, B, C et G,

4,3.1 Méthodes de préparation des antizénes

Suspensions en bouillon incubées une nuit @ Inoculer 3 ml de bouillon avec une colonie de
streptocoques beta-hémolytiques. Faire incuber jusqu'au lendemain & 35-37°C. Centrifuger pour
obtenir la sé&dimentation des bactéries et en préparer une suspension dense dans le reste du
surnageant par agitation ou rotation vigoureuse.
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suspensions de guatre heures : Inoculer 2 ml de bouillon avec plusieurs (4 ou davantage)
colonies de streptocoques bEta-hémolytiques. Faire incuber pendant quatre heures & 35-37°C.
Préparer les suspensions bactériennes comme c¢i-dessus. I

Epreuve divecte : Mettre direcrement en présence au moins cing colonies de streptocoques
b8ta-hémelytiques et chacun des quatre réactifs de coagglutination.

Danz la plupart des cas il est nécessaire d'effectuer un traitement & la trypsine des
guspensions de streptocogques destinfes 3 1'dpreuve de coagglutination. L'enzyme protéolytique
modifie les suspensions en hydrolysant les protéines situdes 3 la surface de la cellule bacré-
rienne. Ce sont ¢es antigénes protéiques qui sont & 1l'origine de la plupart des réactions
crotsées observées dans 1'éprewve CA. Ajouter 2 la suspension bactérienne deux gouttes de
trypsine gtérile & 5 7. Amener le pH de la suspension A environ 8,2 par addition de WaQH 0,7 N,
Incuber a 35-37°C pendant 30 4 60 minutes,

4.3.2 Exécution de ]'épreuve

Apposer une &tiquette sur une lame de verre propre et sdche (5 x 7,5 cm ou plus grande).
Déposer une goutte de chacun des quatre réactifs en des points suffisamment &loignés, Les
bactéries conjuguées ayant tendance 3 se déposer, bien agiter chaque réactif afin de bien
homogénéiser avant de déposer la goutte sur la lame, Ajouter une bonne goutte d'antigdne 2
chacun des quatre réactifs déposés sur la lame. Mé&langer 1'antigdne et les réactifs de coagglu-
tination avec un bEton applicateur ou une anse métallique en utrilisant 2 chaque fols un bton
ou une anse différents. Imprimer & la lame un léger mouvement de balancement pendant environ
une minute ou jusqu'd ¢e qu'une réaction positive se produise,

Observer 1'agglutination en éclairage par transparence sur fond noir., On utilise 4 cer
effet la lumidre réfléchie, En enduisant le dos de la lame d'une substance de couleur noire,
on pourra facilement observer la réaction (figure 14). En général, un seul réactif donmera
une agglutination positive en présence de la suspension bactérienne; dans certaine cas
toutefois, la réaction positive s'observe avec plusieurs réactifs, Dans ce cas, on considérera
que la réaction la plus rapide et la plus intense est effectivement la réaction positive,
Lorzque deux réactifs ou davantage offrent la méme réaction, il faut soit répéter 1‘'épreuve
sur l'antigéne traité une seconde fois A la trypsine, solt utiliser une nouvelle préparation
antigénique.

FIGURE 14. DETEEMINATION DU GROUPE PAR REACTION DE COAGGLUTINATION
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4.4 Evaluation des vésultats - Valeur respective des différentes technigues

Les méthodes utilisant Jes extraits de Fuller ou de Lancefield domnent deg résultats
tout & fait satisfaisants, Les autres techniques d'extraction de 1'antigéne de groupe marchent
également bien mais certaines d'entre elles présentent des inconvénients qul tiennent de la
qualité des extraits ou 3 leurs possibilités de transposition & grande échelle, en particulier
dans les laboratoires dont les moyens techniques sont limités.

La méthode d'agglutination est simple et rapide mais elle peut donner liew & des réactions
croisées en raison de sa grande sensibilité, notamment si l'on utilise pour la prépararion des
réactifs des sérums qui ne conviennent pas,

Les épreuves a4 la bacitracine, 1'épreuve CAMP et 1'épreuve 2 la bile-esculine sont
essentiellement des réactions d'orientation et on ne doit les utiliser que lorsqu'il n'est pas
possible de procéder par voie sérologique,

5. TYPAGE DES STREPIQCQOQUES DU GROUPE A

Le typage dez streptocoques du groupe A revét une importance considérable dans certains
cas d'infections streptococciques ou dans certaines situations épidémiologiques. Actuellement
il n'est pas utilisé de maniére systématique. Toutefois, il se peut que la nécessité de
1'employer en routine finisse par se faire sentir, par exemple, lorsque 1'on connait la viru-
lence de certains types en un lieu et i une &pogue donnés ou qu'il v a propagation de types
néphritogines. L'application essentielle du typage des streptocogues réside dans 1'é&tude épi-
démiologique de la circulation des streptocoques dans la population ainsgi que dans 1'étude
microbiologique et épidémiologique des infections streptococciques et de leurs séquelles, Ces
études fournissent des domnées sur la distribution des types de streptocoques et sur la
dynamique d'évolution, Ces points sont d'une importance capitale pour l'utilisation éventuelle
d'un vaccin anti-streptococcique dans 1'avenir,

5.1 Les méthodes de typage, leurs principes et leurs applications pratiques

On utilise actuellement trois méthodes : le typage M, le typage T et le typage SOF
{(figure 15). Le typage M repose suxr le systéme de types M de Lancefield (Lancefield 1928).
Cette méthode sera utilisée de préférence au typage T, bien qu'en général moins de. 50 % des
souches du groupe A d'origines diverses goient classables par rapport 3 la protéine M alors
que plus de 90 % le sont par rapport & la protéine T, Les autres souches ne peuvent pas faire
l'objet d'un typage M car un grand nombre de streptocoques du groupe A perdent leur aptitude
3 produire la protéine M lorsqu'ils sont repiqués sur des milieux bactériclogiques, En outre,
il arrive fréquemment gue les sérums de typage hyperimmun préparés sur lapin soient trop

pauvres en anticorps anti-M ou encore qu'on ne dispose pas de 1'impunsérum correspondant i la
souche 3 typer.

Les raisong de préférer le typage M sont les suivantes ; en premier lieu, la protéine M,
qui constitue la substance spéecifique de type chez le streptocoque du groupe A, détermine le

type de manidre plus précise; en second lleu, certe protéine revet une importance particuli2re
du fait gu'elle est &galement un facteur de virulence.

Le typage T ='appuie sur les profils antigéniques T de Griffith (Griffith 1934). Il doit
s'effectuer parallélement au typage M, encore qu'il ne fournisse dans la majorité des cas
qu'une informatiom rudimentaire sur le type de la souche, Toutefois, tras fréquemment, ce

typage permet tout de mEme 1'identification du type ou la distinction entre deux souches ou
davantage.

Ces systimes ont peu 3 peu éré amélioréds et raffinés de sorte qu'ils constituent mainte-
nant des techniques de typage trés précieuses.




wHO/ BAC/80. 1
Fape 28

FIGURE 15. SYSTEMES DE TYPAGE DES STREPTOCOQUES DU GROUPE A

Typage M Typage T Typage S0OF
Reconnglitre
le type M le profil T le type S0F

Distinguer entre

les types M 1 a 65 les profils T enplobent les types SOF identiques
(et les nouvesux types M un ou plugieurs types M aux types M
éaventuels)
Numéros non utilisés 1 .. ..1 2, 4,9, 11, 13, 22, 25,
7,10,16,20,21,35,64 3/13B32gs  3,13,33,39,41,43, 28, 48, 49, 58, 59, 60, 61,
Relation apntigénique 52,53,56 62, 63
partielle entre les 4/28 . . . 4,24,26,28,29,46,
types : 48,60,63
5/12/27 . 5,11,12,27,44,61,
62 :
13 + 48 6 . . .. 6
2+ 48 8/25/ 2,8,25,31,55,57,
Imp.19 . . 58,59,65
3+ 12 9 . ...09
33 + 41 + 43 + 52 14/49 . 14,49
15/23/47 . 15,17,19,23,30,47, 54
18 . ... 18

22, ... 22

Le typage 30F repose sur l'identification du facteur d’'opacité sérique, que produisent

certains types M, Chez la plupart des types M, le 50F est spéeifique de type (Widdowson et
al., 1971).

les méthodes de préparation des sé€rums de typage M et T sont décrites & 1'annexe,
section 4.

5.2 Typage M

On en utilise deux varlantes. La premire (Swift et al., 1943) fait appel & des sérums
abgorbés et A des extraits de protéines M, Elle a été urilisgée sous la forme d'épreuve de péro-
précipitation en capillaire pemdant plusieurs décennies, La deuxidme (Rotta et al., 1971) uri-
lige des immunsérums non absorbés dans une épreuve de diffusion double. Elle fournit des résul-
tats comparables 2 ceux de l'épreuve en capillaire, mais elle est plus simple, plus rapide et
d'exécution plus facile. Elle est spécialement comseillée aux laboratoires travaillant sur les

streptocoques qui sont de création récente et ne possddent qu'une expérience limitée dans ce
domaine. '

L'obtention d'un résultat positif lors d'um typage M est lige a la présence de la pro-
téine M dans la souche. Des souches qui, au moment du typage, me sont pas porteuses de cette
prutéine, ne peuvent pas 2tre typées de cette maniére. Dans la pratique courante du laboratoire,
il se peut que l'on rencontre une forte proportion de souches (60 3 80 %) qui ne possddent pas
cette structure protéique, D'une facon générale, il v aura intér®t 4 effectuer le typage gur
des souches frafchement isolées; les passages et les repiquages sur milieux artificiels
réduiszsent en effet la production de protéine M.
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3.2.1  Typage M au moven de adérum= absorbés

Il s'effectue par séro-précipitation en tubes capillaires. Il s'agit d'une technique
longue et qui exige des sérums de typage absorhés tr2s actifs pour pouveir domnner des résultats
0rs, ce qui ne va pas toujours sans diffjeyultés. L'absorpticon des sérums Elimine essentiel-
lement les anticorps dirigés contre le polyoside de groupe.

5.2.1.1 Préparation de 1l'extrait d'antigine M

La technique (voir figure 16) est analogue & la technique de préparation de 1'extrait
d'antigine de groupe selon Lancefield : ajouter 0,46 ml d'acide chlorhydrigue N/S aux bactéries
récoltées par centrifugation de BO ml d'une culture streptococcique de 16 heures en bouillonm
de Todd-Hewitt (anmexe, section 1.7), bien agiter et mettre la suspension au bain-marie
pendant 10 minutes, Aprés refroidissement, ajouter une goutte de rouge de phénol (anmexe,
section 1.8) comme indicateur et neutraliser d'abord avee NaOH 2 N puis NaQH N/5. Centrifuger;
le surnageant comstitue l'extrait repfermant la protéine M,

Important ¢ Il est indispensable que 1'extraction de la protéine M s'effectue a pH 2: si
le milieu est plug acide, il y a hydrolyse et destruction de la protéine M. C'est pourquoi il
est souhaitable de contrdler le pH de suspension chlorhydrique de streptocoques avant 1'&bul-
lition en utilisant le bleu de thymol comme indicateur (voir amnexe, section 1.9), Mé&langer
sur une lame unme goutte de suspension avec une goutte de bleuw de thymol; la ecolorarion doit
2tre rose clair, une c¢oloration rouge est le signe d'un pH trop acide.

81 le typage M domne des résultats peu nets, il peut v aveir intéret & accroftre la
teneur en Neopeptone du bouillon de Todd-Hewitt par addition de 10 & 20 grammes de Neopeptone
pour 100 ml de bouillom.

5.2.1.2 Réaction de séro-précipitation en tube capillaire

Dans le typage par la méthoede de séro-précipitation en tube capillaire, on met 1'extrait
de la souche 3 identifier en présence de tous les immunsérums anti-M correspondant & la tota-
lité des types; il n'est pas possible de préparer des sérums polyvalents permettant une
premi2re orientation. Il y & donc intér®r 2 se servir des résultats du typage par agglutination
pour déterminer les sérumg précipitants & employer pour éprouver l'extrait. En principe, on
utilisera les sérums qui ont donné une réaction d'agglutination positive ou gui sont proches
antigéniquement de l'antigéne T; on pourra ajouter un ou deux autres sérums. Si le résultat de
L'éprewe d'agglutination est négatif, il faudra &prouver 1'extrait patr rapport & la totalicé
des immunsérums anti-M. On trouvera au tableau suivant, la liste des sérums précipitants a
utiliser en fonction des résultats de 1'éprevve d'agglutination; certains sérums peuvent 2tre
remplacés par d'autres selom la batterie de sérums dont on dispose dans le laboratoire au
moment du typage (tableav 5).

La réaction de séroprécipitation permet Egalement de rechercher la présence d'antig@nes
R 3 et R 28 au moyen des impunsérums anti- B 3 et anti- R 28. L'immunsérum anti- R 3 est
généralement utilisé pour les souches agglutinées par les immunsérums dont le profil T est :
3, 13, B 3264; de weme, 1'immunsérum anti- R 28 est utilisé pour les souches agglurindes par
le sérum anti- T type 4 (ou par les sérums anti- T type 24, 28 et 29, s'ils existent).

Cette réaction s'effectue selon la méthode de Swift et al. (1943) dans des tubes capil-
laires d'environ 8 cm de longueur et d'un diamétre extérieur d'environ 1 mm, Les capillaires
doivent Btre soigneusement lavés, rincéz 4 1'alcool et bien séchés de manidre que 1'aspiration
du liquide se fasse sans difficultés. Le capillaire est appliqué enm position inclinée 24 la
surface du sérum et on laisse monter une colonne d'environ 2 cm; aprés avoir nettoyé 1l'extré-
mité 2 Ll'aide d'un tampon d'ouate de cellulose, on le met en contact avec la surface de
l'extrrait, et on laisse monter de la m@me manidre une colomne d'enviren 2 cm de celui-ci. La
colonne formée par les deux liquides doit occuper le milieu du capillaire que 1'on place
ensuite en position verticale sur un porte-tubes muni d'une rainure remplie de plasticine,
L'engsemble est placé dans wn thermostat & 37°C et la lecture s'effectue au bout de deux heures;
apras quoi, on place le capillaire dans une glaciére 3 +4°C pendant 18 heures et 1l'on refair
la lecture (figure 17). L'évaluation s'effectuve selon 1l'échelle suivante :
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CHOIX DES& SERUMS DE TYPAGE M PQUR LA SERQ-PRECIPITATION
EN TUBE CAPILLAIRE D'APRES LES RESULTATS
DE L'EPREUVE D'AGGLUTINATION PRELIMINAIRE

Réaction d'agglutination
avec le sérum

Sérums de typage anti-M nécessaires pour la séro-précipitation

anti~T de type homelogue hétérologue
1 1 3
2 2 25,31,55,57,58,59
3 3 3R,13,33,39,41,43,52,53,56
4 4 24,26,28,29,46,48,60,63,28 R
5 5 11,12,27,44,62
6 6 2
B 8 2,25,31,55,57,58,59
9 9 1,61
11 11 5,12,27,44,61,62
12 12 5,;1,27,44,61,62
13 13 3,3 R,33,39,41,43,32,53,56
14 14 49,51
15 15 17,19,23,30,47, 54
17 17 15,19,23,30,47,54
18 18 1
19 19 . -15,17,23,30,47,54
22 22 1
23 23 15,17,19,30,47,54
25 25 2,8,31,55,57,58,59
27 27 5,11,12,44,61,62
28 28 4,24,26,29, 46,48 ,60,28 R

Types proviscgires
Imp. 19 2,8,25,31,55,57,58,59
B3264 3,3 R,13,33,39,41,43,52,53, 56
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FIGURE 17, TYPAGE M PAR REACTION DE PRECIPITATION EN CAPILLAIRE

+  précipitation évidente, la hauteur de la c¢olonne de précipités est de 2 mm 2u maximum
-+ la colonne de précipité mesure 3 3 10 mm
‘H+  le préecipité a plus de 10 mm de hauteur

Seules les séroprécipitations nettes seront prises en considération; upne souche n'esat

considérée comme identifiée que si la réaction 2 laquelle @lle a donné lieu est spécifique,
c'est-A-dire si la souche n'a réagi qu'avec un seul {mmunsdrum M.

5.2.2  Typsge M au moyen de sétums pon absorbés

Cette méthode s'effectue par diffusion double en gélose, Elle est plus rapide et plus
facile 2 ewxécuter que la séroprécipitatiom en tube capillaire. Les deux méthodes donnent des
resultats en trds bon accord dans la pratique de routine.

L'identification des lignes de précipitation correspondant respectivement 4 la réaction de
groupe et & la réaction de type est possible car elles se matérialisent dans des positions
différentes du fait gque la protéine M et le polyoside du groupe A ne diffusent pas de manidre
identique. Toutefois, certains sérums non absorbés peuvent donnmer lieu 3 des réactions croisées
qui se manifestent par des lignes de précipitation rappelant celles d'une véaction M-anti-M.

En pareil cas, 11 faut que les immunsérums anti-M soient absorbés,

7.2.2.1 Préparation de 1'extrait d'antigne M

On utilise la m@me technique gue celle du paragraphe 5.2.1.1.

5.2,2,2 Réaction de précipitation en milieu gélifié

FPréparer une solution & 1 % de gélose Noble dans une solution saline 0,01 M tamponnée au
phosphate, de pH 7,0, et ajouter de l'azoture de sodium jusqu'd concentration finale de 0,01 %,
Blen faire fondre par passage & la vapeur pendant 13 wmiuvtes et mettre auv bain-marie & 50°C.
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Pour 1'épreuve, il faut un volume d'environ 100 ml de sclution de gélose. Il est commode de
préparer une réserve de gélose dans un certain nombre de boftes, de les mettre au réfrigérateur

4 H4°C et de felre fondre la gélose au baln-marxie avant de l'utiliser. Verser la solution de
gélose (chauffée 2 50°C) dans quatre boftes de plastique contenant chacune six lames porte-
objet. Il faut pour chaque bolte environ 25 ml de solurion de gélose. Apriés solidification,
découper suf chague lame deuw séries de cupules, comsistant chacune en huit cupules périphé-
riques disposées autour d'une cupule centrale (figure 1B8). La distance du centre de chaque

cupule périphérique & la cupule centrale est de 7,5 mm. Le diamétre de chagque cupule est de 3 mm.
les boTtes de plastique et l'emporte-piéce pour le découpage des cupules se trouvent dans le
commerce (par exemple Gelman Instrument Co., Ann Arbor, Michigan, Etats-Unis 4'Amérique).

FIGURE 18. TYPAGE M PAR DOUBLE DIFFUSION

A 1'aide d'une pipette Pasteur, remplir la cupule centrale avec du sérum et les cupules
périphériques aveec les extraits des souches & typer. On gura donc avtant de séries de cupules
qu'on dispose de sérums de typage. On peut typer simultanément huit souches par rapport & un
sérum. I1 n'est pas possible de déposer l'extrait dans la cupule centrale et les sérums dans
les cupules périphériques carv il v & de fréquentes réactions croisées gqui tienment auv volume
important de sérum utilisé. Incuber ensuite en c¢hambre humide & la temprature ambiante
{environ 22°C) jusqu’'au lendemain.

Une ligne de précipitation correspondant 4 la réaction M-anti-M apparaft & proximité de la
cupule contenant 1'extrait, tandis que la bande correspomdant 2 la réaction de groupe se forme
prés de la cupule centrale.

Le type M peut &tre identifié =i l'extrait de la souche donme une réaction de précipitation
nette avec un seul sérum, 5'il v a des réactions croisées, il faudya repremdre le typage en
milieu gélifié a4 1'aide d'un nouvel ewtrait chlorhydrique.

5.3 Iypage T

Le systéme de typage T, qui repose sur une réactionm d agglutination, 5'utilise pour iden-
tifier la souche par rappert & sa protéine T. Toutefois, é&tant donné que les antigénes T sont
partagés par un certain nembre de types streptococciques, ce typage n'est qu'occasionnellement
spécifique; aussi se contente-t-om de parler d'un "profil TV,

Les sérums de typage T existent dans le commerce, mais on peut également les préparer
conformément aux instructions domnées dans 1'annexe, section 4.2,

5.,3.1 Préparation de 1'antigéne

Inpculer la sguche dans 5 ml de bouillon de Todd-Hewitt (voir annexe, section 1.7) et
faire incuber 2 30°C jusqu'au lendemain; si la culture nme s'est pas suffisamment développée,
incuber encore pendant 24 heures, En principe, une température de 30°C est satisfaisante,
encore que certaines souches donnent de meilleurs antigdnes quand on les cultive & 22°C.
Centrifuger et décanter le surnageant (figure 19).
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FIGURE 19. PREFPARATTION DE LA SUSPENSION BACTERIQUE POUR LE TYPAGE T
51 néceanaire,

1. 3. ajouter emcare
Culetlver an !ulune goutte de
bouillon de solution de
Tudd=HewiLt 'ZWP“‘“; et
16. " amener le
(16-28 n/30"C) A 8,0

2 5

“blIncuhcr oy
tentrifuger balnsmarie
pendant 60 mn
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81 nécesseire,
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)
1
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7,0 avec A 7,0 avec

HCL 0,2 W HCL 9,2 N
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i&\ﬂgglutlnﬂtlnn sur lame I’ [N BI 6, aggiucinntion sur lame I' WX ‘l

avec des sérums antl-T lld} aves des nérums anti-T

Premigre txypsinisation : Ajouter deux gouttes de solution de trypsine & 5 % et une goutte
de rouge de¢ phénol (annexe, section 1.8), amener le PH & 8,0 avec NaQH/5 et mettre la suspension
#u bain-marie & 37°C pendant 1 heure., Amener le pH 2 7,0 avec HCL/S. 81 aprés la premidre
Urypsinisaticon la suspension est granuleuse ou si elle est homogéne mais qu'elle soit agglu-
tinée par deux sérums ou davantage dirigés comtre des types n'ayant pas en commun un méme
antigéne T (profils T différents - voir tableau 6), il faudra pratiquer une deuxime, voire une
troisiéme digestion par la trypsine.

Deuxidme tw ini on : Ajouter une goutte de solution de trypsine et poursuivre la
digestion & pH 8,0 au bain-marie a 37°C pendant 1 heure. Amener le pH & 7,0 avee de 1'acide
chleorhydrique N/S.

Troisiéme trypsinisatiom : Ajouter une goutte de solution de trypsine et faire digérer
2 pH 8,0 au bain-marie & 50°C pendant 20 minutes. Amener le pH 4 7,0 avec HC1 N/5.

Si, aprés la troisidme trypsinisation, la suspension ne domme pas une agglutination
satisfaisante, il faudra recommencer la culture; en pareil c¢as, il est commeode d'inoculer
plusieurs cultures provenant de différentes colonies, %{ la digestion supprime le pouvoir
agglutinant, 11 faudra &galement préparer une culture fraiche et reprendre les opérations
de préférence en incubant moins longtemps en présence de la solution de tryvpsine.
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3.3.2 Epreuve d'agglurination

Pour 1l'agglutination, on utilise des résums polyvalents (mélange de sérums non dilués de

plusieurs types) et des sérums monovalents diluds, La barterie est constitude des s&rums
suivants :

polyvalents monovalents
T 1 3 13 33264
U 2 4 6 28
W 5 11 12 27 44
X 8 14 25 Imp 19
Y 9 18 2z 23

La réaction d'agglutination est effectuée sur lame. A 1'aide d'une anse de platine
(diamétre : 2 2 3 mm), appliquer une goutte de sugpension de la souche &tudlée et une goutte
de sérum et mélanger. Utiliser d'abord les sérums polyvalents puis les sérums monovalents
correspondants, La réaction est lue dans la minute qui suit ou au maximum su bout de deux
minutes; une agglutination imuédiate est notée ++, vne forte réaction dans la minute ++, et
une réaction plus faible mais distincte en une & deux minutes, +,

5.4 Réaction d'opacité sérique (S0R) et typage S0F

L'épreuve SOR permet de déceler le facteur d'opacité (OF) des streptocoques du groupe A,
Cette épreuve constitue un bom outil ¢épidémiologique utile pour le dépistage des souches du
groupe A étant donné sa corrélation avec des types M déterminés (Widdowsom et al., 1971). La
technique ci-aprés semble &tre la meilleure, encore qu'il en existe d'autres, par exemple en
tube, qui sont également susceptibles 4'@tre utilisdes,

5.4.1 Préparation des lames pour 1'é&preuve S0R

Centrifuger du sérum de cheval ou de pore (obtenu de préférence suy des animaux soumis 2
un régime sans gralsses) afin d'éliminer les matilres en suspension, Amemer le pH 2 6,0 avec
HCL ou NaOH selon le cas. Aprés stérilisation par filtration, conserver & 1'état congelsé.

La gélose Difco Noble ou la gélose purifise Oxoid & 2 % (de préférence dans up tampon 2
PH 6,0) est amenée au pH 6,0 avant stérilisationm & 1'autoclave. La Eélose pourra &tre refondue
entre deux utilisations mais le pH doit &tre vérifié A chaque fois si le milieu gélifis n'est
pas tamponné. Chauffer le sérum et la gélose Ffondue 3 50°C avant mélange,

Mélanger des volumes égaux de gélose er de sérum {un total de 2 ml pour une lame de
2,5 x 7,5 cm) et én enduire avec précaution des lames porte-objet stériles. Laisser refroidir.

On peut conserver des lames prépardes en chambre humide i 4°C pendant des périodes allant
Jjusqu'a deux semaines.

3.4.2 Préparation de 1'antigéne

Inoculer le bouillon de Tedd-Hewitt avec un streptocoque du groupe A, Faire incuber
pendant 18 2 24 heures 3 37°C.

Centrifuger pour obtenir la sédimentation des bactéries et conserver le surnageant, Si
0 Ll
1'épreuvve n'est pas effectuée sur le surnageant le jour meme, le conserver & 1'état cengels,

Des extraits chlorhydriques (Lancefield) préparé&s en vue du typage M peuvent Etre utllisds
également pour 1'épreuve 50F,
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5.4.3  Epreuye SOR

Déposer les surnageants (ou les extraits de Lancefield) sur les lames endulites de gélose
i 1'alde d'une anse ou d'ume pipette (jusqu'? 6 points de dépBt par lame de 2,5 x 7,5 em).

L'épreuve SOR est positive lorsqu’il appara’t une tache opaque au bout de 8 & 24 heures
(incubation aérobie & 37°C en chambre humide, par exemple une bofte de Pétri) (figure 20).

FIGURE 20. DETERMINATION DU FACTEUR D'QOPACITE DU SERUM (S0F)

EPREUVE EQF

3. 4.4 Epreuve de typage SOF

Préparer comme ci~dessus 1 ml de sérum de cheval ou de porc {pH 6,0, filtration et chauf-
fage & 50°C); mélanger avec 1 ml de gélose Noble ou purifide (2 %, pH 6,0, 50°C).

Ajouter 0,2 ml de surnageant stérilisé par filtration (SOF + streptocoque du groupe A 2
typer = culture de 24 heures en bouillon de Todd-Hewitt & 37°C) au mélange gélose-sérum. Blen
mélanger.

Verser sur une lame de 2,5 x 7,5 cm. Aprés durcigsement de la gélose, la lame doit Btre
Iimpide,

Déposer par places les immunsérums anti-M spécifiques sur la lame. Toute zone limpide qui
se trouble aprés incubation jusqu'au lendemain en chambre humide 2 37°C indigque une réaction
positive.
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5.5 Evaluation des résultats

La détermination d'un type T particulier par 1'épreuve d'agglutination avec une forte pro-
babilité de correspondance avec un type M n'est possible que lorsque la souche ne posséde qu'un
seul antigéne T spécifique de type comme ¢'est le cas, par exemple, pour les types 1, 6, 9,
etc. En fait, la plupart des types T possddent un ou plusieurs antigénes T en commun avec les
souches d'autres types et on dit qu'ils présentent tel ou tel profil T. Il s'ensuit que ces
souches seront agglutinées par plusieurs sérums. La relation entre le profil T et les types M ou
50F-positifs eat indiquée au tableau &,

TABLEAY 6, RELATION ENTRE TYFE M ET PFROFIL T

Types M associés
Profil T
808-positif S0S-négatif
a) correspondant 3 plus d'un type M
3/_13/33254 3,33,39,41.43,52,
13 53,56
4/28 o , 4,28 48,60 24 ,26,29 ,46
5/12/27 11,61 ,62 5,12,27 44
14/49 49 14,51
15/23 /47 15,17,19,23 ,30,47,
54
8/25/Imp. 19 2,25,58,59 8,31,55,57
) correspondant 4 un geul type M
1 1
6 6
9 9
18 18
22 22

Les profils T des autres types M qui ne figurent pas dans ce tableau a'ont pas encore éré
déterminés de facon satisfaisante,

11 s'ensuit gue tout résultat de typage T établi sur la base d'une réaction d'agglutination
positive avee un ou plugisurs sérums, de types ayant en commun un ou plusieurs antigdnes T, doit
étre accompagné du chiffre conventiennel désignant le profil T correspondant,

L'avantage du typage par agglutination réside dans le fait qu'il est trd@s rare de rencon-
trer une souche qui ne soit agglutinée par aucun des sérums utilisés, Lorsque la souche ne pos-
s@de pas de protéine M et que le typage par séroprécipitation n'est pas possible, 1'épreuve
d'agglutination donne un certainp nombre de renselgnements sur le type ou le groupe de types
auxquels appartient la souche.




WiO/ BAC/ 80, 1
Page 38

Toutefols, il est toujours souhaitzble d"effectuer unpe précipitation par les immupcdrums

anti=M et un typage SOF, &tant donng que la protéine M est la substance spacifique de type des
streptocoques du groupe A,

6. IDENTIFICATION DES STREPTOCOOUES DU GROUPE D

Lorsqu'au moyen de 1%épreuve prégomptive (bile-esculine) ou par voie sérologique on =z
reconnu qu'un isolement peut constituer des streptocoques du groupe D, 11 faut au moins 10
épreuves physiologiques pour distinguer les gept esplees dont la liste figure au tableau 7. La
description et 1'interprétation de ces épreuves sont données & 1'annexe, sectiom 2. Du fair que

certaines souches ont yne réaction atypique dans de nombreuses &preuves, on devra rechercher
le "meilleur ajustement" possible.

Il est essentiel de mettre em &vidence (par groupage sérologique) 1'antigdne du groupe D
de 5. bovis (variant) et de 8§, equinus, Ces deux espices ne peuvent pas Eire distinguées
Physiologiquement d'autres streptocoques de 1'sspice viridans. Bien que le groupage sérolegique
soit préférable pour les autres esplees du groupe D, certaines souches de S, faecium, 8. durans,
E. avium et 5, bovis ne sont pas suffisamment pourvies en antigdnes de groupe D pour permettre
une déLermination. Dans ce eas, on pourra identifier ces souches sur la base de leurs
propriétés physiologiques,

7. IDENTIFICATION DES STREFTQCOQUES DE L'ESPECE VIRIDANS QUL NE S0ONT PAS GROUPABLES DANS LE
CADRE DU SYSTEME DE LANCEFIELD

I1 est absolument nécessaire d'exclure le groupe D avant de pouvoir comsidérer gue des
irolements appartiennent & 1'esp2ce viridans (veir tableau 8). Les prineipales caractéristiques
des streptocoques viridans sont les suivantes : 1) ils ne sont pas b&ta-hémolytiques sur géloze
au sang (sauf 8. mutans qui donne occasiomnellement une hémolyse b@ta atypique); 2) ils ne
possédent pas les antiglnes du groupe B ou du groupe D; 3} ile ne sont pas solubles dans la
bile; et 4) la plupart des souches ne se cultivent pas en bouillon & 6,5 7% de NaCl,.

Dans ce cas également, la meilleure fagon de différencier les espdces consiste 3 examiner
les résultats des épreuves globalement plutdt que d'essayer d'utiliser ume elé taxonomique ou
un ordincgramme. On peut utiliser les épreuves dont la liste figure au tgbleau B pour iden-
tifier les neuf espices, La description et 1'interprétation des épreuves figurent & 1'annexe,
section 2,

On 2 également utilisé une autre batterie d'épreuves et une nomenclature différente pour
les espéces. I1 est certain qu'il faudrait davantage de données pour éliminer les différences
qui subsistent.

8. METHODES SEROLOGIQUES DE DEPISTAGE DES INFECTIONS STREPTOCOCCIQUES

Le streptocoque du groupe A produit diverses substances cellulaires et extracellulajires
qui suseltent ipn vivo une réponse en anticorps, Les différentes souches du groupe A varient
quant & leur aptitude i produire telle ou telle substance antigénique, En outre, les anti-
gknes streptococclques ne présentent pas tous le mfme pouvoir antigénique. La dynamigue de la
réponse en anticorps et la persistance de ces derniers varient selon 1l'antigne, ainsi que
1'ampleur et la fréquence du stimulus antigénique, Enfin, 1'aptitude de 1'h@ite & sécréter des
antlcorps joue un rfle qui n'est pas le moins important. En r3gle générale, lorsqu'un hite
est infecté par une seule souche de streptocoques du groupe A, il v a production de plusieurs
antjigénes contre lesquels des anticorps spécifiques sont produits simulcanément.

On a mis au point toutes sortes d'épreuves de laboratolre pour le titrage des anticorps
antistreptococciques, Quelques-unes d'entre elles ont fait L'objet d'une normalisation gui
permet de rendre comparables les résultats obtenus par les différents laborateires.
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8.1 Détermination de 1'antistrepteolysine O

{Pour ls préparation des réactifs, veir annexe, section 5.)

L'antistreptolysine O (ASQ) est un anticorps dirigé contre la streptolysine O (5L0),
1'une des deux hémolysines streptococciques extracellulaires (Stoud, 1938).

En raison de 1'omniprésence des streptocoques du groupe A dans la population et de la
fréquence avec laquelle les infections se déclarent, quelquefois A répétition chez une mEme
personne, il persiste une certaine quantitéd d'AS0 dans les sérums humains que 1'on désigne
scus le nom de taux normal. On considire en général que le taux normal peut aller jusqu'a
200 unités. I1 peut présenter certaines variations selon 1'Hge, la saison et la localiszarion
zéographique.

Dans les infections respiratoires humaines d'origine streptococcique, on décéle engéndral
un accrolssement de 1'AS0 vers la fin de la premiire semaine de la maladie, le maximum &tant
atteint entre la troisime et la cinquiéme semaine. Ensuite ¢e taux décroft pour revenir 3 sa
valeur initiale au cours du deuxidme ou du troisi®me mois. Toutefois, on observe assez fré-
quemment d'autres types d'éveolution de 1'AS0 (par exemple en fonction du traicement). En
général, les taux d'A5S0 sont plus élevés dans les cas de rhumatisme articulaire aigu que dans
les infections streptococciques non compliquées, I1 est doue souhaitable d'examiner deux
échantillons de sérum prélevés sur le méme malade 3 deux ou trois semaines d'intervalle, Le
titrage de 1'AS0 a &ré normalisé et cette épreuve est triés fréquemment utilisée pour le
diagnostic inditect des infections streptococciques.

Ce titrage repose sur la neutralisation de la SLO par 1'AS0, La présence de 5L0O résiduelle
est révélée par 1'hémolyse d'érythrocytes ajoutds au sé&rum.

§.1.1 Méthode visuelle de titrage de l'antistreptolysine 0 (Kalbak, 1942)

8.1.1.1 Préparation d'étalons de streptolysine O

Prendre 10 tubes & essai et introduire dans chacun d'eux 0,5 ml de SLO. Ajouter, selon
les indications du tableau 9, du tampon phosphate albuminé.

Prélever 0,5 ml de chacune de ces dilutions auxiliaires et les transvaser dans un tube 2
essail. A ces différentes dilutions de streptolysine O, ajouter 1 ml d'ASC étalon dilué dans le
tampon albuminé additicouné de 0,07 % de Nay540, afin d'obtenir une unité pour I ml, (Par
exemple, pour obtenir 20 unités d'ASO étalon, dissoudre le contenu d'une ampoule dans 20 ml de
tampen albuminé et ajouter 0,014 g de Nas5,0, (dithionite de sodium).)

Inecuber & 37°C pendant 13 minutes, ajouter 0,5 ml d'une suspension d'érythrocytes (5 %)
agiter doucement et incuber pendant encore 1 heure & 37°C, Agiter encore une fois pendant
L'incubation. Laisser reposer 2 la température ambiante pendant quelques minutes ou centrifuger
3 vitesse modérée. Le premier tube présentant une inhibition totale de 1'hémolyse {(c'est=a-
dire dans lequel le surmageant est incolore apras sédimentation des érythrocytes) représente
le point final. La dilution de la SLO dans l& tube en question donne la dose de travail de SLO
pour la détermination du titre d'ASQ dans le sérum du malade par la technique visuelle {(par
exemple, si c'est le neuviéme tube qui est le premier 3 présenter une inhibition totale de
1'hémelyse, la dilution de travail de SLO pour le titrage visuel de 1'A30 sera de 1:6. Il v |
a4 done & unités de S5LO dans 0,5 ml et 1l'antigéne devra 8tre dilué de la manidre suivante :
1 ml de 3LO + 5 wml de tampon albuminé),

z?
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TABLEAU 9. PREPARATION DE LA S5LO ETALON :
DILUTION DE LA SLO DANS LES TUBES A ESSAT AUXILIAIRE
Tube & essai N° 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
nl de SLO 0,5 | 0,5 0,5 | 0,5 0,5 | 0,5 0,5 | 0,5 0,5 | 0,3
ml de tampon 0,5 0,75 1,0 1,253 1,5 1,753 2,0 2,25 2,5 2,73
Dilution 1 2,0 1 2,5 3.0 | 3,5 40 | 4,5 | 5,0 | 5,5 6,0 | 6,5

.1.1.2 Titrages de 1'antistreptolysine O dans les sérums humains

Inactiver la sérum 2 56°C pendant 30 minutes. Effectuer ensuite comme sult des dilutions
en progression gfométrique de raison 1,25 (figure 21) : mélapger 0,2 ml de sérumavee 1,3 ml de
tampon. Ajouter 0,5 ml de cette dilution & 4,5 ml de tampon dans un tube 4 essal auxiliaire,
Préparer 12 tubes. Transvaser 1 ml de cette dermi2re dilution dans le premier tube et ajouter
encore 1 ml de tampon, Procéder ainsi jusqu'au 12% tube, On obtient les dilutions de sérum sui-
vantes : 1:100, 1:125, 1:156, 1:195, 1:244, 1:305, 1:381, 1:476, 1:596, 1:744, 1:931, 1:1163.

FIGURE 21. DILUTIONS DU SERUM POUR LA DETEEMINATION DE L'ASO

L. Inacgiver le aérum 56“6/30 mn
2. Prépaxer une dilution *
auxllisire a 1:10

séruwn 0,2 ml
tampon 1,8 mi

3., Préparer une dllution
auxillaive A 1:100

dilut fon 0,5 ml Ajouter
1ol gprés

chague

priéléve-

ment de

.4 1lml

a 1:10
Campren 4.5 mi

Imy

etc.

o o I s

Tubes A essal N° 1 7 3 12
Dilution 10100 129 156 163
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Addition de SLO et incubation : & chaque dilution de sérum ajouter 0,5 ml de SLO diluée de
maniére qu'il y en ait 1 unité pour 0,3 ml. Activer la SLO diluée un peu avant de l'utiliser
par addition de NaySp04 (0,14 %). Aprés agitation, incuber 2 37°C pendant 15 minutes. Ajouter
ensuite 0,5 ml de suspemsion d'érythrocytes dans chague tube & essail, agiter doucement et
incuber pendant une heure 2 37°C. Agiter emcore une foils pendant 1'incubation, La dilution de
sérum du dernier tube & essal ne présentant pas d hémolyse - c¢'est=-a-dire dans lequel le sur-
nageant reste incolore aprés sédimentation des érythroeytes - détermine le nombre d'unités.

Evaluation des résultats

On estime gque les infections pharyngées dues sux streptocoques du groupe A conduisent dans
environ 80 % des cas A une augmentation du taux d'AS0Q, tandis que les infections cutanges ne
provoquent gque rarement un accroisgsement du taux de cet anticorps.

Four interpréter le résultat d'un titrage d'ASO (en particulier lorsque le titre est situé
2 la limite supérieure de la normale), il est recommandé d'&tudier la dynamique de la réponse
en anticorps, c¢'est-A-dire de comparer deux échantillens de sérum recueillis de préférence Ll un
au début de la phase aigug de La maladie et l'autre environ 2 semaines plus tard, Une augmen-
tation du titre d'AS0 qui se situe en dehors des limites d'erreur admises pour cette méthade de
titrage, c'est-i-dire 30 %, est révélatrice d'une infection récente. Si le premier échantillon
de sérum n'est pas prélevé au moment voulu, il est également possible d'évaluer ia dimipution
du titre, qui doit toutefois Btre supérieure 3 1'erreur admise pour cette méthode de titrage,

g.1.2 Méthode spectrophotomérrique de détermination de 1'antistreptolysine O (Liao, 1951)

Principe : on effectue des dilutions du sérum en progression géométrique de ralson 2, en
ajoutant une unité de SLO préalablement titrée 3 chaque dilution. Aprés neutralisation, on
ajoute une suspension étalonnée d'érythrocytes de lapinm, on mesure le degré d'hémolyse au
spectrophotométre et on calcule par interpolation le titre correspondant 2 50 % d'hémolyse. La
table pour le ¢alcul par interpolation des valeurs correspomndant & 30 % d'hémolyse repose sur
1'hypothése que la courbe de variation du logarithme de la dilution en fonction du pourcentage
d'hémolyse est une sigmoide., En utilisant la méthode des probits, ou celle de la variable nor-
male équivalente, il est possible de calculer ¥ partir de ces valeurs les coefficlents permet-
tant 1la détermination de la dilution de sérum donmant 50 % d'hémolyse.

8§.1.2.1 Etalonnage des érythrocyres

Etalonner la suspension d'érythrocytes en ajoutant du tampon ou des érythrocytes de
maniére gqu’aprés dilution au 1:122 avee de l'eau distillée on obtienne une transmission de
20 % & la longueur d'onde de 520 nm; la suspension ainsi diluée est & environ 6 %. (Ces données
ont &té adaptées au spectrophotomztre PREMA K 52 opérant avec des cuves de taille moyenne.)

8.1.2.2 Etalonnage du spectrophotomdtire

La solution d'hémoglobine préparée comme ci-dessus (en dilvant une suspension d'&rythro-
cytes au 1:12¢ avec de l'eau distillée, c'est-a-dire 1 partie de suspension d'érythrocytes
pour 1! parties d'eau distillée) représente 100 % d'hémolyse. A partir de cette solution, on
peut préparer des échantillons correspondant & %0, 80, 70, etc. jusqu'a 10 % d hémolyse par
dilution avec de 1l'eau distillée. Lz transmission donmée par ces échantillems est déterminde
ot exprimée en Ffonction du degré d'hémolyse. Pour des raisons de commodité, de précision et de
rapidité, on mettra ces valeurs sous forme d'un tableau; toutefois, c'est la densité optique
que 1'on mesurera plut®t que la transmission. A partir des valeurs trouvées, on opire par
régression linaire au moyen de la méthode des moindres carrés, Cette régressiom permet, pour
chaque valeur de la densité optique (et par voie de conséquence de la transmission), de trouver
le degré d'hémolyse correspondant. Pour effectuer cet étalonnage, on procéders comme suit
préparer des échantillons correspondants & 10, 20, 30 ete. jusqu'ad 100 % d°*hémolyse, neter les
valeurs correspondantes de la denaité optique et & répéter l'opération i trois reprises avec
du sang provenant de différents lapins ou le cas &chéant d'ur lapin que l'on saignera 3 des
jours différents. A titre d'exemple, voir l'annexe, section 5.6, tableau 1.
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On obtiendra ainsi des valeurs correspondant 2 30 mesures. Etablir le tableau pour le
caleul des coefficients de 1'équation par régression (veir & cet effet 1'annexe, section 5.6,
tableau 2). Sachant que la densité optique egt une fonetiom du degré d'hémolyse, calculer les
coefficients de régression de cette fonction 2 1'aide de la formule sulvante

£ 2
Px £x?

n

dans laquelle x désigne le pourcentage d'hémolyse
y la densité optique observée
n le nombre de mesures,

Diviser les valeurs de la densité optique corgespondant & chagque valeur de la transmission
(chaque valeur séparément) par le coefficient b (voir annexe, sectiom 5.6, tableau 3.

Mettre les valeurs de 1'hémolyse ainsi obtenues en tableaun {(voir annexe, section 5.6,
tableau 4) . Il est nécessaixe de procéder & un nouvel étalonnage pour chaque spectrophotomatre
et de répéter l'opération 3 chaque changement de lampe.

8§.1.2.3 Etalonnage de la streptolysine @

Prendre des tubes & essal et introduire dans chacum d'eux 0,5 ml de S10. Ajouter du tampon
conformément aux indications dy tableau 9. Pré&lever ¢,5 ml de chacune de ces dilutions auwi-
liaires et l'introduire dans un tube & essai,

Diluer 1'antistreptolysine (AS0) étalon avec du tampon de maniire 2 en obtenir 1 unité
pour 1 ml et ajouter du Na,5,0, (0,07 %); prélever 1 ml et 1'introduire dans chacun deg tubes
3 essai. Incuber A 37°C pendant 15 minutes, ajouter 0,5 ml d'une suspension étalonnée d'éry-
throcytes, agiter modérément et incuber pendant 1 heure & 37°C. Agiter encore une fois au cours
de 1'incubation. Apr2s incubation, centrifuger, prélever 1 ml de gurnageant dans chaque tubg
8 essai, le diluer avec 2 ml d'eau distillée et déterminer la transmissiom en convertissant
les valeurs obtenues en degrés d'hémolyse, conformément aux indications du tableau (veir
annexe , secktion 5.6, tableau 4). Le titre de la préparation de 510 correspond 34 1a dilution
dont le degré d'hémolyse est le plus proche de 50 %.

4.1.2.4 Titrage du sérum

Inactiver le sérum pendant 30 minutes 2 56°C. En préparer des dilutions en progression
géométriques de raison 2, soit 1:100, 1:200, 1:400, 1:800, 1:1600, de la manidre suivante :
4 ehacun de cing tubes A essai ajouter 1 ml de tampon, introduire dans le premier 1 ml de
sérum 3 la dilution de 1:50, sgiter et en transvaser 1 ml dans le tube suivant, Continuer de
la mBme manidre jusqu'au cinquizme tube.

Addition de 510 et ineubation. Dans chacun des tubes contenant les dilurions du sérum,
ajouter 0,5 ml de 510 dilufe préparée de la manidre suivante : diluer la S10 avec du tampon
de manidre & obteair une concentration de 1 unité pour Q,5 ml, (Par exemple, si 1'étalounage
de la 5L0 donmnait les valeurs suivantes : premier tube 30 % d'hémolyse, deuxilme tube 45 %,
troisieme tube 60 %, etc. La valeur la plus proche de 50 7 corregpond i la dilurion du deuxiéme
tube soit 1:5,5, La SLO contient donc 5,5 unités interpationales pour 0,5 ml. La SLO sers uti-
lisée & la dilution de 1:5,5, c'est-a-dire 1 partie de SLO pour 4,5 parties de tampon.) Peu de
temps avant de l'utiliser, réduire la solution en y dissolvant du Na 8,0 (0,14 %) . Agiter et
incuber 13 minutes & 37°C. Ajouter 0,5 ml de suspension étalonnée d'éryt rocytes dans chacun
des tubes, agiter modérément et incuber pendant 1 heure & 37°C au bain-marie. Agiter encore
une fois au cours de !'imcubation.
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Lecture des résultats. Rechercher vigsuellement le tube 2 essai qui présente 1'hémolyse
la plus proche, par valeurs inférieures, de 50 % et celui qui présente 1l'hémolyse la plus
proche, par valeurs supérieuves, de 50 %. Centrifuger ces deux tubes, et diluer 1 ml de surna-
geant dans 2 ml d'eau distillée puis en mesurer la tramsmission au spectrophotométre. En
s'aidant de la table d'équivalence, comvertir les waleurs de la transmittance obtenues en
degrés d'hémelyse. On trouvera dans le tableau 10 le eoefficient permettant de calculer le
titre pour %0 % d'hémolyse. Multiplier la valeur de la dilution du sérum dans le tube présen-
tant une hémolyse de 50 % par le coefficient en question; on cobtient aingi le titre recherché.
Exemple : Supposons que le degré d'hémelyse 50 % solr encadré vers le bas par le deugigme tube
et vers le haut par le troisidme. Aprds mesure et caleul, on trouve que le degré d'hémolyse
dans le deuxiéme tube est de 32 % et dans le troisidme de 74 %, Le coefficient ceorrespondant
fourni par 1a table est 1,41, En mulcipliant la dilution dans le second tube (200) par ce
coefficient (1.,41), on obtient 282, ce qui signifie que le sérum contient 282 unités d’anti-
streptolysine O par ml,

TABLEAU 10. COEFFICIENTS POUR 50 7% d'HEMOLYSE

(valables pour tous les cas d'interpolation
- aucune correction nécessaire)

60%| 70% | 80 % | %% | 99,9 %
0,1 % 1,80 1,81 | 1,71 | 1,62 1,41
10 % 1,79 | 1,62 | 1,51 | 1,61 1,23
20 % 1,70 1,53 | 1,41 | 1,32 1,16
30 % 1,60 | 1,41 | 1,30 | 1,23 1,10
40 % 1,61 1,28 | 1,16 | 1,12 1,06

8.2 Détermination de 1'antidésoxyribonucléase B (Nelson et al,, 1968)

{Pour la préparation des réactifs, voir annexe, section 6.)

Les streptocogues du proupe A produisent quatre désoxyribonucléases (enzymes extracellu-
laires) différentes du point de vue antigénique ; les types A, B. C et D. La plus importante
est celle du type B (DNase B) qui est produite en plus grande quantité que les autres.

1a dynamique de la production d'anticorps anti-DNase B dans les infections humaines est
comparable & celle de 1°'AS50. Il convient toutefois de soulipgner que contrairement & celle-ci,
cet anticorps se rencontre couramment dans les infections cutanées et la glomérulonéphrite

aigug faisant suite 3 1'impétigo streptococcique et pas seulement dans les infections respi-
ratoires streptococciques.

En raison de 1'importance de cet anticorps et de la possibilité d'en notrmaliser le titvage,
il comstitue, aprés 1'AS0, le deuxi2me anticorps streptococcique dont il est généralement
recomnandé de déterminer le titre.

Le microtitrage de l'anti-TNase B repose sur la formation d'un complexe coloré entre
1'acide désoxyribonucléique (ADN) et le vert de méthyle dans des conditions données, La diges~
tion du substrat par la DNase entralne la décoloration du milieu. 5i des anticorps sont pré-

gents dans le sérum, ils empBcheront l'enzyme d'attaquer le substrat et le complexe colors
subsistera.

8.2.1 Titrage de la DNase B purifide

Diluer l'anti-DNase B &talom dams du tampon N° 2 de manire 2 obtenir une solution 2

1 unité par ml (par exemple, une anti-DNase B ayant un titre de 4B0O unités est diluée au
1:480) .
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Diluer une prise d'essai lyophilisée de 1'enzyme dans une gquantité d'eau distillée cor
respondant 3 son velume initial. Effectuer des dilutions en tubes 3 essai & 1'aide du
tampon N° 2 selon le schéma suivant (figure 22) : 1:50, 1:100, 1:200, 1:300 ,..1:1000. A 1'aide
d'une pipette délivrant 0,025 ml (figure 22), prélever 0,025 ml d'enzyme diluée dans chacun
des tubes et déposer ce¢ volume dans chacune des cupules d'une plagque de microtitrage "U" (par
exemple, Microtiter System, fabriqué par Cook Eng. Ce., Alexandrie, Virginie, Etats-Unis
d'Amérique) ; en commengant avec la plus forte dilution. Ajouter ©,025 ml d'anti-DNase B é&talon
dilué dans chacune des cupules puis, aprés mélange (obtenu en tapotant le coin de la plaque),
faire incuber 2 37°C dans une enceinte thermostatée pendant 15 minutes. Ajouter ensuite
0,050 ml de substrat {acide désoxyribonmucléique-vert de méthyl) dans chaque cupule 3 1'aide
d'une pipette délivrant 0,030 ml, mélanger et incuber dans les memes conditions pendant 18 2
20 heures. Fendant 1l'incubation, la plague est maintenue dans une chambre humide.

FIGURE 22, TITRAGE DE LA DESOXYRIBONUCLEASE B

1, Diluer 1"enzyme dans les tubes auwiliaires :

—— gy —— —— ), =l

Enzywe non diluée 02 mi 0.2 ml 0.5mi 05mt QSml

n
7

18mt 0.8ml 0.59mt 0.5ml 0.25m!

Dilution 11 1:10 1:50 1:100 1: 200 1:300 otc,

Vo4

2,  Tramsiéree (ml) D025 0.02% 0,026 0,025 0023 0025

Ajouter le Lompon

1 B, ..

[OCO00

B Microplate

3. a) Ajouter {),025 o) dantidéscxyribonucléase B (1 unf.Lé/ml) dane
chaqgue qupule, mélanger.

b Lncuber 3 37°C pendant L5 mn dane upe enceince bumide.
c) Ajouter 0,05 ml de substrat, mélanger,
d) Inguber 4 37°C pendant L& 3 20 h daps une enceinte humide.

(3] Lire lg cicre,

Le titre est 1'inverse de la dilurion la plus élevée de 1'enzyme qui, en présence d'anti-
corps, provogue une digestion d'emvivon 30 % du substrat (coleoration 7 +), Pour déterminer
exactement le titre de 1'epzyme, il est nécescsaire de répéter le dosage par rapport & 1'enwmyme
étalon un certain nmombre de fois, en utllisation des gammes moins étendues de dilutions.

Détermination de 1'intensité de la couleur : 3 + = pas de digestion du substrat;
2 + = environ 50 % de digestion; 1 4 = plus de 530 % de digestion; - = pas de coleration,
digestion totale du subsitrat,

8.2.2 Titrage de 1'snticorps

Sérums humaing pour la dérermination de 1l'anticorps

tnagtiver des sérums a 56°C pendant 30 minutes.
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Mode opératoire

A 1'aide du tampon N° 2, préparer des dilutioms de sérums de 1:50 et de 1:73 (figure 23).
Les sérums seront titrés dans les rangées horizontales de la plaque pour microtitrage "U".
Ajouter, 4 1'aide d'une pipette, 0,025 ml de tampon N° 2 dans toutes les cupules de la plaque.
Utiliser un microdilueur de 0,025 ml pour transférer up volume dquivalent de sérum dilué 2
1:50 dans la premiére cupule {veiller A ne faire tremper gque le bec du dilueur) puis aprés
mélange par un mouvement rotatif, transférer l¢ méme volume dans la troisi&me cupule. Continuer
de la sorte dans la rangée horizontale en utilisant les cupules impaires, Préparer de la mime
maniére des dilutions de sérum & partir de la dilution 1:75 dans chacune des cupules paires.
On obtiendras ainsi deux rangées de dilutions en progression pgéométrigue de raisen 2 (de 1:100 &
1:4800). A 1'aide d'une pipette délivrant un volume de 0,025 ml, ajouter dams chaque cupule
la solution d4'enzyme (si, par exemple, le titre de 1l'enzyme est de 325 unités pour 1 ml, diluer
4 1:325 pour le titrage de 1'anticorps), préparée extemporanément. Bien mélanger et incuber
dans une enceinte humide a 37°C pendant 15 minutes; ajouter ensuite 0,050 ml de substrat (acide
désoxyribonucléique + vert de méthyle) dang chacune des cupules 4 1'aide d'une pipette
de 0,050 ml, mélanger et incuber dans les m8mes comditions pendant 18 & 20 heures.

Témoing

a) Enzyme témoln : 0,025 ml de tampon N° 2, 0,025 ml d'enzyme dilude er 0,05 ml de solution
de substrat (doit Btre incolore aprés incubatiomn).

b)  Substrat témoin : 0,05 ml de tamponm N° 2 et 0,05 ml de selution de substrat (doit rester
verte aprés 1'incubation).

) Sérum étalon de titre connu en anti-DNase B.

Détermination du ritre de 1'anti-DNase B

Ce titre correspond 2 l'inverse de la dilution de sérum qui inhibe 1'enzyme & environ 50 %
(coloration 2 +); si le virage de la couleur est trés brutal (intensité 3 + suivie par une dispa-
rition torale de la eoloration), on considérera que le point final est donné par la derniére
cupule présentant une Iinhibition totale (couleur 3 +).
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FIGURE 23. DETERMINATION DE L'ANTIDESQOXYRIBONUCLEASE B

1,  innctiver Le sérum 56°C/30 mn

2. Préparer les dilutions auxiliaires de sérum

a) sérum 0,1 ml

Campan 4,9 mi 1:30
b) HEYam 9,1 ml )
tampon T4 mb 175

3. Sur plaque de microtitrage :

a) Ajouter 0,025 ml de campon dans toutes les cupules,
b) Afouter 0,025 ml de dilutlen de gétum prélevée dans les tubes auxillaires,
mélanger ot transférer ,,,

1:50 1075
: 1TNZ2 3 4 5 6.,...11 12
A OO000 0O

o
B 0025mi 0.025 00z5 0.025

Dilutioas : 100 150 200 7300 400 600, . . . 3200 4800

o) Ajputer 0,025 ml de la dilution d'enzyme (1 unité pour 1 ml) dans cheaque
cupule, AgLter douccment,

d) Incuber & 37°C pendant 15 mn dans une enceinte humide,

&) Alouter 0,05 ml de aubstrate, mélanger,

£ Intuber & 37°C pendant 18 & 20 hewres dans ung enceinte hunide,

g) Lire le citre.
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PREPARATION DES DISPOSITIFS, MILIEUX DE TRANSPORT ET DES REACTIFS DE BASE
ET METHODES DE CONSERVATION DES STREPIQOCOQUES

1. PREPARATION DES DISPOSITIFS ET MILIEUX DE TRANSPORT

1.1 Tampons d'ouate dEtoxifids

Utiliser de 1'ouate de bonne qualité montée sur bitommet d'applicateur. Faire bouillir les
échantillons pendant 15 minutes dans une solution tampon de Sorensen, & 7,4.

Composition :  KHzPO, M/lS ............. ferrrieeraisreanas 18 ml
NagHEO4 M 15 v orineennen e eeaennennnnns . 8,2 ml

Eliminer 1'exciés de liquide et sécher rapidement au four 3 température relativement basse
puis placer dans des tubes bouchés avec de 1'ouate et stériliser & 1 sutoclave,

1.2 Bandes de papier-filtre pour le transport des échantillons

Bandes de papier Whatman N° 1 de 2 x & cm, marquées d'un cBté au ¢rayon et recouvertes
sur les deux faces de papier paraffiné (3 x 13 cm) plié au milieu. L'ensemble est enveloppé
dans une feuille d'aluminium que 1'on refermera sur l'envers de la bande de papier, l'ensemble
érant stérilisé A 1'autoclave,

1.3 Milieu de transport de Stuart

Dissoudre 6 g de gélose dans 1000 ml d'eau distillée en chauffant au bain de vapsur
(appareil d'Arnold), Immédiatement aprads avoir 8té la gélose dissoute de 1'appareil, ajouter
2 ml d'acide thioglycollique et 900 ml d'eau distillée préalablement chauffée. Bien mélanger
et amener le pH & 7,2 avec NaQH N puis ajouter 100 ml d'une sclutien & 20 % (p/v) de glywéro-
phosphate de sodium et 20 ml d'une solution & 1 % (g/v) de chlorure de calcium, Bien mélanger,
ajouter 4 ml d'une solution aqueuse 4 1 % de bleu de méthyléne, bien agiter et répartir dans
de petits flacons de transport munis d'un bouchon fileté (de taille suffisante pour receveir
le tampon). Stériliser & la vapeur pendant une heure.

1.4 Milieu de transport au gel de silice

1]l existe dans le commerce des emballages tout pré&ts contenant du gel de zilice, On peut
préparer une variante de ces systémes de transport en placant dans un tube de 15 % 125 mm 2
bouchon fileté suffisamment de cristaux de gel de silice pour recouvrir le tampon d'ouate,

Le tube et les cristaux sont passés 2 1l'auteclave et séchés dapns un four 2 zir chaud.

1.5 Gélose su sang

A 1000 ml de gélose fondue amenée A une température de 50°C, ajouter 50 2 70 ml de sang
de mouton défibriné (prélevé aseptiquement). Bien mélanger et verser dans des boftes de Pétri.
Le sang de mouton peut &tre remplacé par du sang de cheval, maisz on ne deoit pas utiliszer de
sang humain sauf si 1'om ne dispose pas de sang de mouton, de cheval ou de lapin (cas excep-
tionnel), S5i l'on utilise du sang humain, on ¢ souviendra que la présence d'anticorps anti-
streptococciques peut géner la croissance et/ou 1l'hémolyse autour des colonies de streptocoques.

1.6 Gélose au sang additionné de cristal violet ou gentamicine

Dissoudre 10 mg de cristal violet dans 100 ml d'eau distillée. Ajouter 10 ml de cette
solution & 1000 ml de gélose fondue, refroidir d 50°Cetmélanper avee 5 & 7 % de sang défibriné

(du type indiqué a4 la section 1.3). Verser dans des boites de Pétri et laisser reposer jusqu'ld
gsolidification,
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i 1'on utilise de la gentamicine 3 la place du c¢rxistal violet, ajouter 5,5 micropgrammes
de gentamicine pour 1 ml de gélose #u szang.

1.7 Bouillon de Todd-Hewitt

Broyer 450 g de coeur de boeuf ou de viande de cheval dégraissés et mélanger avec 1050 ml
d'eau distillée, Maintenir jusqu'av lendemain 3 4°C, Chauffer 2 83°C et maintenir A cette
température peudant 90 minutes en agitant de temps A autre. Filtrer sur tampon d'ouvate. Ajouter
20 ¢ de Néopeptone Difco, amener le pH & 8,0 avec NaOH 1 N, Ajouter 2 g de NaCl, 2 g de NaHCOq,
0,4 g de Na,HPQ, et 2 g de glucose. Faire bouillir pendant 15 minutes et filtrer sur papier-
filtre. Stériliser a 1'appareil 4'Arnold 20 minutes par jour, trois jours de suite, Le pH final
doit &tre de 7,8.

1.8 Solution de rouge de phénel

Dissoudre 0,1 g de rouge de phénol dans 28 ml de KaoH 0,01 N, compléter & 2530 ml avec de
1'eau et neutraliser avec NaOH 0,2 N.

1.9 Solution de bleu de thymel

Dissoudre 0,1 g de bleu de thymol dans 4,3 ml de NaOH 0,05 ¥ et compléter 2 100 ml avec
de 1'eau distillée,

2. COMPOSITION DES MILIEUX ET INTERPRETATION DES EPREIVES PHYSIOLOGIQUES

Toutes les épreuves physiologiques destinges 4 1'identification des esplcez de strepto-
coques doivent &tre pratiquées sur ume culture de 24 h en bouillon. Les milieux inoculés doivent
@tre incubés en atmosphiére normale a 35-37°C pendant treois & c¢ing jours sauf indication
cemtraire,

2.1 Acidification des milieux additionnés de glucides (arabinose, inuline, lactose, mannitel,
raffinose, sorbitol, sorbose, tréhalose)

1) Macération de coeur : 22,5 g dans 900 ml d'eau disrillée.

2)  Glucide : 10 g dans 100 ml d'eau distillée.

3) Indicateur : 1 ml (1,6 g de pourpre de bromocrésol dans 100 ml d'éthanol 2 93 7).
M&lapger 1, 2 et 3, répartir en fractions de 3 ml dans des tubes & bouchon fileté de

13 % 100 mm. Stériliser 2 1 auteclave pendant 10 minutes 3 121°C, La réaction est positive

lorsque 1'indicatewr passe du pourpre au jaune,

2.2  Hydrolyse de 1'arginine (milieu de Moeller 2 la décarboxylase)

I} Peptone (Orthsna special), 5 g.
2} Extrait de boeuf, 5 g.
3) Pourpre de bromocrésol, comme ci-dessus, 0,625 ml.

4) Rouge de crégel (0,2 %, préparé en réduisant en poudre fine 0,5 g de rouge de crésol,
en y ajoutant 26,2 ml de NaOH 0,01 K et en complétant & 250 ml avec de 1'eau distillée), 2,5ml,

5) Pyridoxal, 5 mg.

6y L-arginine, 10 g (si 1'on utilise la DL-arginine, en ajouter 20 g).
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1)) Dextrose, 0,3 g.
8) Eau distillée, 1000 ml.

Amener le pH 4 6,0-6,5 et répartir en fractioms de 3 ml dans des tubes 2 bouchon fileté
de 13 x 100 mm. Stériliser & 1'autoclave pendant 10 minutes 4 121°C, Immédiatement aprés 1'ino-
culation, ajouter une couche d'environ 10 mm d'huile minérale stérile, La réaction est posi-
tive 5i les indicsteurs virent du violet au violet rougefitre. Une coloration jaune n'indique
pas de réaction positive - elle indique une production d'acide et non 1'hydrolyse de 1l'arginine,
Celle-ci conduirait & laz formation de citrulline et de NH4+.
2,3 Bile-esculine

1) Ajoutrer 23 g de gélose nutritive 2 400 ml d'eau et bien mélanger; chauffer jusqu'd forma-
tion d'une solution collofdale,

2) Ajouter 40 g de bile {(par exemple, Oxgall) 2 400 ml d'ean et bien mélanmger; chauffer
jusqu'h dissolution.

3) Ajouter 0,3 g de chlorure ferrique A 100 ml d'eau et bien mélanger; chauffer jusqu'i
dissolution.

&) Rassembler les solutions 1, 2 et 3 et bien mélanger; chauffer 3 100°C pendant 10 minutes,
5) Stériliser & 1'autoclave 4 121°C pendant 15 minutes (cela constitue le milieu de base),
6) Refroidir & 30°C.

7y Préparer la solution d'egsculine (ajouter 1 g d'esculine 2 100 ml d'esu, chauffer modérément
jusqu'a dissolution puis stériliser par filtratiom sur Seitz ou Millipore).

8)  Ajouter aseptiquement une sclution d'esculine au miliev de base et bien mélanger, répartirc
dans des tubes A bouchon fileré de 16 x 125 mm et danz des tubes ineclinés.

2.4 Hydrolyse de 1'esculine

1) Macération de viande en gé&lose, 40 z.
2) Esculine, 1 g.

3 Chlorure ferrique, 0,5 g.

4) Eau distiliée, 1000 ml.

Chauffer jusqu'd dissolution, répartir dans des tubes 2 bouchon filetd de 13 x 100 mm
»

stériliser 2 1'autoclave pendant 15 minutes 3 121°C. Maintenir les tuhes inelinds pendant
le refroidissement,

L'hydrolyse de l'esculine est repérée par le noircissement du milieu,

H

2.5 Production de deytrane de lévane en pélose saccharesée

1y Macération de coeur en gélose, 40 g.
2}  Saccharose, 50 g.

3 Bau distillée, 1000 ml.
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Stériliser & 1'autoclave pendant 15 minutes & 121°C, Refroidir a 55°C et verser dans des
bottes de Pétri de 13 x 100 mm (environ 10 ml par botte). La production de dextrane (gqui est
typique de 5. sanguis et 5. mutans) provoque l'apparition de colenies hautement réfringentes
vu blanchdtres, séches, gqui adhérent a la gélose, La production de lévane (typique de
8. salivarius) provoque 1"apparition de celonies opaques, gluantes et non adhérentes. Une
colonie typique de 5. bovis ressemble a celle de 5, salivariuz em moins gluant et il est rare
qu'elle adhdre au milieu. Les grandes ou petites colonies mucoifdes et non adhérentes sont
considérées cowmme négatives ou sanz production de polyoside extracellulaire.

2.6 Production de dextrane en bouillon saccharosé

Solution A :

Bouillon thieo NIH, 28,3 g.
KoHPO,, 10,0 g.

Acétate de sodium, 12,0 g.
Eau distillée, 3500 ml.

Solution B :

Saccharose, 30,0 g.
Feu distillée, 500 ml.

Stériliser les solutions sépardment 3 1'autoclave pendant 15 minutes 2 121°C. Refroidir
3 55°C, mélanger les solutions et répartir par fractions de 5 ml dans des tubes de 16 % 125 mm.

La production de dextrane est repérée par la transformation partielle ou complite du
bouillon en un gel (réaction typique de 5, sanguis). On peut également savoir qu'il y a pro-
duction de dextrane lorsque des dép&ts gélatineux et adhérents se forment sur le fond ou les
parois du tube (réaction typique de 5. mutams). Ume augmentation de la viscosité du bouillon
indique qu'il v a production 4'une substance visqueuse (un polyoside de nature inconnue
typigue de 5. bovis).

2.7 Utilisation du pyvruvate

1) Tryptone, lO ga.

2) Extrait de lewvure, 3 g.

3)  KHPO,, 5 g.

43 NaCl, 3 g.

5) Pyruvate de sodium, 10 gZ.

B} Bleu de bromothymol, 0,l04 g.

7)  Eau distillée, 1000 ml.

vérifier le pH et 1'amener 2 7,1-7.,4 si nécessaire. Répartir dans des tubes & bouchon
fileté de 13 x 100 mm; stériliser 2 1'autoclave pemdant 15 minutes 2 121°C,

La réaction est positive lorsque l'indicateur vire du vert au jaune franc, Une colora-
tion vert- jaune est le signe d'une réaction faible et 1'é&preuve doit 8tre consldérée comme
négative.
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2.8 Tolérance au chlorure de sodium (6,5 %)

1) Macération de ecoeur, 25 gZ.
2) NaCl, 60 g.
3) Indicateur, 1 ml (de mBme que pour le bouillon additionné de glucide).
4y Dextrose, 1 g.
3) Eau distillée, 1000 ml.
Mélanger tous ces véactifs et compléter & 1000 ml avec de l'eau distillée: ne pas com=
perser la contraction volumique due & l'adjonction de NaCl. Le volume final deit Btre de
1000 ml. Répartir dans des tubes 3 bouchon fileté de 15 x 125 mm et stériliser & 1'autoclave

pendant 15 minutes & 121°C,

La réaction est positive lorsque l'indicateur vire du pourpre au jaune ou lorsqu'il y a
formation évidente de colonies méme en 1'absence de virage de 1'indicateur.

2.9 Hydrolvse de 1'hippurate de sodium
1) Macération de coeur, 25 g.

2)  Hippurate de sodium, 10 g.

3 Eau distjillée, 1000 ml.

Stériliser 2 1'autoclave pendant 15 minutes & 121°C aprés répartition dans des tubes 2
bouchon fileté de 15 x 125 mm, Serrer les bouchoms afin d'éviter 1'évaporation. Inoculer avec
?2 ou 3 colonles de streptocoques b&teg-hémolytiques, incubées 2 35°C pendant 20 heures ou
davantage, centrifuger pour rassembler les bactéries et tramsvaser 2 la pipette 0,8 ml de
surnageant limpide dans un tube de Kahn.

Réactif au echlorure ferrique :

1) FeCls. 6Hp0, 12 g.

23 HCl aqueux & 2 %, 100 ml (pour préparer de L'HCl en solution agueuse 3 2 %, on ajoute
5,4 ml d"HC1 concentré & 37 % a 94,6 ml d'Hqe0).

Introduire 0,2 ml de ce réactif dans le tube de Kahn et bien mélanger.

5711 se forme un abondant précipité qui subsiste pendant plus de 10 minutes, 1'é&preuve
est positive,

2,10  Hydrolyse de 1'amidon

1)  Macération de coeur en gélose, 40 g,
2)  Empois d'amidon, 20 g.
H Eau distillée, 1000 ml,
Chauffer jusqu'i dissolution et stériliser A l'autocl%ve pendant 13 minutes & 121°C.
Refroidir & 53°C et wverser dans des boftes de Pétri stériles, Pour déterminer s'il y a hydro-

lyse de 1'amidon, on recouvre la surface de ls bofte avec de l'iode de Gram 48 heures aprés
ingeulation et incubation & 35°C.
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La zone d'hyvdrolyse esc lncolore; une colorationm bleu foncé & pourpre indique que
1'amidon n'a pas été hydrolvsé,

2.11 I~tyrosine-décarboxylase

Pour la recherche de cette enzyme on recommande d'utiliser ume variante du milieu de
Mead., I1 s'agit d'un milieu d'identification solide sélectif pour la recherche de S. faecalis
at de ses variétés. La sé&lectivité du milieu est due 3 la présence d'acétate de thallium :
1'identification repose sut l'aptitude de S, faecalis et de ses variérés i fervmenter 1le
sorbitol et 2 produire de la L-tyrosine-décarboxylase, qui n'est active qu'en présence d'un
acide, en 1'occurrence celui qui est produit par la fermentation du sorbitel.

fnoculer la culture en profondeur ainsi qu'en surface sur une partie du milieu,

Lire les résultats apr2s 18-24 heures d'incubation, Les souches qui produlsent de la
décarboxylase font apparaftre une zome translucide et les colonies sont blanches.

Variante du milieu de Mead {formule 6)

L) Peptone, 10 g.

23 Extrait de levure, 1 g.

k)] Sorbitol, 2 g£.

4y I-tyrosine, 5 g.

3) Acétate de thallium, 0,05 g.

&) Gélose, 20 g.

7} ELEau distillée, 1000 ml.

Dissoudre tous ces ingrédients um 2 un (sauf 1'acétate de thallium et la gélose) dans

1'eau chaude et amener le pH a 6,2. Ajouter la gélose et chauffer dang un courant de vapeur
jusqu'd dissolution, Stériliser A 1'autoclave & 115°C pendant 10 minutes.

Ajouter 1'acétate de thallium (50 mg pour 1000 ml du milieﬁ) et contrdler le pH (6,2).
Décanter 300 ml de ce milieu et ajouter epcore 4,5 g de L-tyrosine & la fraction décantée.

Répartir les 700 ml restants (sans accroissement de la concentration en L-tyrosine) dans
des petites boftes de Pétri. Une fols que le milieu s'est solidifié, recouvrir les bolttes 2
1'aide d'une deuxidme couche mince de milieu, celui dont la concentration en L-tyrosine est
plus forte, et qui sersz refroidi au voisinage de son point de solidification pour faire en
sorte que la tyrosine non dissoute soit uniformément répartie,

3. PREFARATION DES SERiIMS DE GROUPAGE

3.1 Souches streptocoecciques de référence utilisées au Centre tollaborateur de 1'0MS de réfé-
rence ot de recherche sur les streptocoques de Prague, en vue de la préparation des sérums de

groupagel :

Groupe Désignation de la souche Collection du Laborateire de Prague N°
A J17 A& 6/49
A var. 1 27/8/32/2 15/60
B v 9 8/66

Les souches sont fourmles sur demande adressée au Centre collaborateur OMS_de Eéférence
et de recherche sur les streptocoques, Institut d'Hygidgne et d'tpidémiologie, 48 Srobarova,
100 42 Prague, Tchécoslovaquie.
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Groupe Désignation de la souche Collection du laboratoire de Prague N ‘
c Chestle 41/59
D D 3 8/63
E K 131 42/59
F 0 'Mshoney 21/58
s Valente 22/58
H Blackburn 23/58
K K 3 2/49
L SHC 16 43/59
M SHC 256 13/60
N c 559 17/71
0 B 361 2/65
P 54/853 27/58
Q E 6844 28/58
R Groupe R 10/59
5 Groupe 8 - : - 11/59
T Groupe T 6/67
I IV-87, Thal 1/70
v 176 1/75

3,2 Prépazation du vaccin pour 1'immunisation des lapins

Meftre en suspension les bactéries récoltées par centrifugation de 250 ml de culture
obterue en bouillon de Todd-Hewitt pendant 18 heures & 37°C dans 25 ml de tampon: phosphate 2
PH 7,8 et ajouter 25 mg de txypsine., Laisser reposer 2 la température ambiante jusqu'au lende-
main, laver six fols dans du soluté physiologique et reprendre dans 25 ml de ce soluté, Tuer
la culture au bain-marie & 56°C pendaut 30 minutes,

Pour le vaccin utilisant des souches du groupe D, utiliser le formol pour tuer les bacté«
ries, ¢n ajouter 0,2 % (concentration finale), Une autre méthode de préparation des vaccing
contrte le groupe D consiste A4 utiliser des bactéries tudes par la chaleur et désintégrées méca-
niquement, récoltées sur des cultures obtenues en bouillon glucosé,

3.3 Protocole de wvaecinmation

de 1 ml intraveineuses au cours de tyois jours consécutifs de la semaine. Le cinquilme jour
suivant la dernire injection pratiquée la dexni2re semaine, prélever un échantillon de sang
sut 1'anima} et rechercher la présence d'anticorps sériques; si le titre n'est pas satisfgi-
sant, poursuivre la vaccinatiom pendant 2 3 3 semaines, de nouveau en pratiquant 3 injections
par semaine,

. ) , ; @ & ] - .
Premiére semaine : une injection intraveineuse de 0,5 ml: 2° 2 1a 5° semaine : injections

On a montré que, si le titre d'anticorps sérique est faible, il vy & tout avantage & laisger
1'animal au repos pendant au moins 2 mois et & reprendre la vaceination pendant 4 semainesg.

La méthode peut &tre remplacée par la suivante : 3 3 5 jours aprégs 1'injection de 1,5 ml
de vaccin, pratiquer une série d'injections quotidiennes de 0,5 ml de vacecin pendant 12 jours.
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1,4 ContrBle du titre et spéeificité du sérum

Des échantillons de sérum prélevés 3 la fin de la période de vaccination seromt Gprouvés
3 1'aide d'extraits au formamide ou & 1'acide chlorhydrique de souches de référence veprésen-
tant tous les groupes. Pour la préparation des extraits et la réaction de séroprécipitation,
volr la section 4.2 du Mamuel.

Le sérum est utilisable s'il domne une forte réaction (++H) en présence de l'extrait de
la souche homoiogue utilisée pour 1l immunisation em 1 & 2 minutes et une bonne réaction (au
moins ++) en présence de 2 ou 3 scuches du mdme groupe. Le sérum ne doit pas donner lieu & des
réactions croisées avec les souches des autres groupes.

§i 1'échantillon de sérum s'est révélé satisfaisant, le lapin sera saigné 3 mort et le
sérum séparé et conservé avec 0,02 % d'azoture de sodium. 51 1'on dispose de membranes fil-
trantes, on filtrera le sérum, on le répartira en récipients et 1'on pourra ensuite soit le
lyophiliser, soit le conserver 2 1'&tat liquide a +4°C.

3,5 Préparation du réactif pour la réaction de groupage par coagglutination (CA)

Tnoculer Staphylococcus aureus (souche Cowan, NCTC N® 8530, Centre OMS de Prague N® 55/64)
3 200 ml de bouillon de Todd-Hewitt, incuber & 37°C jusqu'au lendemain, centrifuger la culture,
laver le sédiment deux fois au sérum physiologique tamponné au phosphate (EBS), reprendre dans
50 ml de PBS, ajouter 0,5 % de formaldéhyde, incuber a la température ambiante pendant 3 heures,
laver lc sédiment deux fois au PBS, reprendre dans 20 ml de PBS, chauffer au bain-marie a 80°C
pendant 5 minutes, refreidir, laver deux fois au PBS, teprendre dans 20 ml de PES, ajouter
0,1 % d'azoture de sodium et conserver A 4°C,

Mélanger 1} ml de cette suspension staphylococcique aves 0,1 ml de sérum antistreptococcique
hyperimun préparé sur lapin, bien mélanger, incuber & la température ambiante pendant
5 miputes, laver deux fois au PB3 et reprendre le sédiment dans 10 ml de PBS; ajouter 0,1l %
d'azoture de sodium et comserver a 4°C.

Varifier la spécificité du réactif en effectuant une téactiom d'agglutination sur des
suspensions de tous les groupes de streptocoques ou gur au moins les plus importants (A, B, G,
F et G) selon la technique indiquée dans le Manuel aux paragraphes 4.3.1 et 4.3.2,

4, PREPARATION DES SERUMS ANTI-M ET ANTI-T POUR LE TYPACE DES STREPTOCOQUES DU GROUPE A

Ley techniques ne sont décrites ici que dans leurs grandes lipnes. Il est vivement
conseillé aux chercheurs intéressés d acquérir une formation plus approfondie dams un labora-
toire produisant couramment des immunsérums de typage comme le Centre collaborateur OMS de
référence et de recherche sur les streptocoques de Prague ou le Laboratoire de référemce pour
les gireptocoques situé au Center for Disease Control, & Atlanta, '

4.1 TPréparation des sérums de typage M

4.1.1 Les souches de streptocoques M utilisées par le Centre collaborateur OM5 de référence
ot de recherche sur les streptocoques de Prague pour la préparation des sérumsl sont les
suivantes

Type Désignation de la souche Collection du laboratoire de Pragie N”
1 SF 130/13 40/ 58
2 T 2/44/Rb 4/119 1/69

1 &

Les souches peuvent &tre obtenues sur demande au Centre collaborateur OMS de r%férence
ot de recherche sur les streptocoques, Institut d'Hygiéme et d'Epidémiologie, 48 HBrobarova,
100 42 Prague, Tehécoslovaquie,
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Désignation de la souche Coilection du laboratoire de Prague N°

Richard D 58/W 20 29/56
T 4/95/mb 3 : 17/ 60
T 5/8/p8 20/ 59
s 43/100/14 2/66
¢ 265/64/1 23/60
T 9/120/1 14/71
11/137/1 10/71
R 53/1077 22/59
T 13/150/1 6/69
T 14/46/6 7/69
18 5/13/0/18 51/59
8304 10/ 56
J 17¢/55/2 8/69
1150 25/59
T 22/117/3 22/70
T 23/70 Rb 5 7/64
¢ 98/90/1 ‘ 60/50
B 346 op. 8/ 64
J 178/38/13/w2 14/55
RCL type 27 18/ 60
Usa (77/50) 77/50
D 23/11 62/59
24/46 29/59

=

137/69/ 3 13/69
107 19/56
107/24/'6 50/58
w2/82/2 65/50
119/58/4 16/69
242 22/56
61 68/50
95/12 B/5 69/50
143/25/5 20/50
101 24/58
113 72/50
126/59/3 . 21/70
"Hanson' . 32/58
A 27 ]_/59
C 7&4/Rb 4/6/3 9/6:&

O o o O ¢ 8B 0 o 60 0 0 b
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Type Désignation de la souche Collection du laboratoire de Prague N
48 D 140 A 11/64
49 B 737/71/1 1/ 64
50 B 514/33/3 19/59
51 A 309/31/5 : 12/71
52 A 8711472 23/70
53 A 952/94/1 7/71
54 Kingbird 100 188-CV 581 5/68
55 Trinidad A 75 6/ 68
56 88-791 10/68
57 A 57 3890 7/ 68
58 S5 872 11/70
59 38 914 16/70
60 D 335 3/71
61 D 336/56/1 4/71
63 SF 2 4/75

4.1.2 ° Préparation du vaccin M pour l'immunisation des lapins

La culture de 18 heures obtenue 2 37°C dans 250 ml de bouillon de Todd-Hewitt est centri-
fugée et les bactéries somt reprises sans lavage dans 25 ml de PBRS a pH 7,8. Elles sont ensuite
réchauffées au bain-marie & 56°C pendant 30 minutes. La présence de protéines M daps le vaccin
se vérifie par préparation d'un extrait 2 partir de 5 ml d'un vaccin suivant la technique pré-
citée, et par précipitation de 1'extrait avec du sérum non absorbé selem une technique de double
diffusion ou avec du sérum absorbé dans des tubes capillaires. Poux les dérails techniques,
volr la section 5 du Manuel. .

4.1.3 Protocole de vaccination

Premiire semaine : une dose de 0,5 ml de vacein par voile intraveineuse; deuxiéme 4 la
sixiéme semaine (de la deuxigme 2 la huitiBme semaine pour les sérums difficiles & préparer)
trois injections de 1 ml de wvaeein par semsine, pratiguées trois jours de suite., Le cinquidme
jour suivant 1'injection pratiquée 2 la sixi2me semaine 1'animal est saigné, les anticorps
titrés en présence de sérum non absorbé si 1'on utilise unme technique de diffusion double ou de
sérum absorbé si 1'on pratique une séro-précipitation quantitative en tube capillaire en pré-
sence de 1'extrait de type homologue, 5i le titre est trop faible, il est conseillé de cesser
la vaccination pendant deux & trois wmois et de la repremdre em effectuant les injections de
1 ml de vaccin chaque semaine trois jours de suite pendant six 3 huit semaines. On veillera fout
particuliérement aux souches utilisées pour 1'immunisation et ¢m vérifiera lewr feneur en pro-
téines M. Quelquefois, il est nécessaire d'aceroftre la production de cette protéine par des
passages sur souris ou, mieux encore, de sélectiomner les meilleuxs variants Mt par contréle
du pouvoir bactéricide.

Outre la séro-précipitation des immunsérums anti-M, il est soubaitable de vérifier leur
capacité d'opsonisation par contrble du pouveir bactéricide.

4.1.4  Absorption des sérums pour l'épreuve en tubes capillaires

Les sérums préparés par la méthode décrite coptiennent outte les anticorps anti-M princi-
palement des anticorps anti-C et anfi-T. Les anticorps anti-T ne sont pas précipités car les




WHO/BAC/80 . 1
Page 61
Annexe

extraits préparés selom la technique de Lancefield ne contiennent pas d'antig®nes T; cet anti-
géne est détruit & la température de 100°C (sauf dans le cas de 1'antigéne T de type 4 qui est
thermo-résistant) ., Ce sont donc essentiellement des anticorps anti-C qu'il faut &liminer du
s&Yum.

L'zbsorption s'effectue 2 1'aide de streptocoques de type hétérologue, en général une
souche de type 25 (souche Matthews), ou une souche type 6 (Glossy)., Les bactéries issues d'une
culture de 48 heures préparée dans 5 litres de bouillon de Todd-Hewitt et obtenues par centri-
fugation sont reprises dans 100 ml de solution saline et tudes par chauffape au bain-marie 3
60°C pendant une heure. Elles sont lavées ensuite trois fois avec la solution saline et reprizes
dans 50 ml de PBS, de pH 7,0; $i nécessaire on les recueille par centrifugariocn.

Absorption : ajouter ume partie dt culot bactérien 2 deux parties de sérum, agiter le
mélange et incuber A 37°C pendant 30 minutes 3 1 h. Centrifuger et é&prouver le sérum par agglu-
tination sur lame en présence d'une suspension de la souche utilisée pour 1'absorption. §'il
y & zgglutination, répéter 1'absorption avec up nouveau culot de streptocoques, Cette manipula-
tiom demande une bomme expérience.

4.1.5 ContrBle du titre et de la spécificité des sérums

Pour la préparation des extraits M, la réaction de séro-précipitation et 1'évaluation des
Tésultats, voir la section 5 du Manuel,

a)  Sérum anti-M absorbé pour 1'épreuve en fube capillajre

Le sérum absorbé non dilué est vérifié par précipitation en tube capillaire en présence
d'un extrait de la souche immunisante, d'extraits des souches de type homologue et d'extraits
des souches de tous les types hétérologuss, Le sérum convient s'il donme une réaction 4+ en
présence de l'extrait de type homologue, Le sérum ne doit pas réagir avec les exutraits de types
hétérologues, §'il réagit avec un ou plusieurs extraits hétérologues, on effectusra 1'absorption
du sérum avec des bactéries de ce ou de ces types,

b) Sérum anti-M nom absorbé pour 1'épreuve de double diffusion

On vérifie le sérum non absorbé concentré par double diffusion en présence d'extrajits de
type homelogue ainsi qu'en présence d'extraits de toutes les souches hétérologues.

L'identification des bandes de précipitation correspondant aux réactions de groupe et de
type est rendue possible par le fait que ces bandes apparaissent dans différentes positions en
raison des différences dans les modalités de diffusion de la protéine M et du polyoside duv
groupe A. L'intensité des bandes esr life & 1'activité desg sérums et A4 laquantité de protéines M
dans l'extrait, L'extraction de la cellule streptococcique & pH 2,0 détruit diverses protéines
cellulaires et notamment 1'antigéne T. En présence de l'extrait de type hemologue, le sérum
doit donner une bande de précipitation nette qui se distingue facilement de la réaction du
groupe. Il ne doit pas y avoir de réactions croisées aux extraits hétérologues se traduisant
patr des bandes analogues & celles des types homologues. Dans le cas contraire, il conviendra
d'absorber le sérum au moyen de la ou des souches appartenant aux types qui donnent lieu aux
réactions croisées. Il est préférable et plus commode de n'utiliser que des lots de sérums
anti-M non abseorbés ne domnant pas de réactions croisdes - car ils ne nécessitent pas d'absorp-
tion - ainsi que des sérums (51 du moins oo en possdde) dépourvus de l'anticorps de Zroupe,

51 1'échantillon de sérum s'est révéls satisfafsant, on saigners le lapin & mort, on

ajoutera au sérum 0,02 % d'azoture de sodium, on le £iltrera sur membrane et on le conservera
B +4C,

I1 suffit en général d'absorber quelques millilitres de sérum pour couvrir leg besoing
des travaux de routine pendant plusieurs mois. Aprés absorption, le sérum est vigoureusement
centrifugé ou filtré sur membrame, et comservé A +4°C.
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4.2 Préparation des vaccins de typage apti-T

4.2.1 Les souches de streptocoques standard utilisées au centre collaborateur OMS de réfé-
remce et de recherche sur les streptocodques de Prague pour la prépsration des sérums,1 sont
les suivantes

Collection du laborateire

Type Désignation de la souche de Prague N°
1 Ward 96/50
2 44/Rb 4 Glossy 30/58
3 Richard 30/ 59
4 4990 42/'58
5 Dekens 31/59
6 s 43/100/7 8/49
8 SF4 32/59
9 Symons 33/59
11 R/54/8 7/59
12 SF 42 33/58
13 Glower 8314 8/59
14 Lowe 35/59
15 1.8. 5/13/0/18 ' 51/%9
17 Beatty 35/ 59
18 Jy17 ¢ 24/ 59
19 R-45-5989 35/58
22 63 T 36/58
23 14/Rb 5/12 54/59

24 § 25 40/50
25 Matthews 37/59
26 117 ¥/51 14/ 54
27 SF 40 38/58
28 28/51/3 62/50
29 Coggins D 23 45/50
44 A 16/18/3 48/50
47 744/Rb 4/41 38/59
Tmp. 19 ’ Imp. 19 orig. 39/58
Baes ¢ 632/Rb 6/1 39,59

1 Les souches peuvent &tre obtenues sur demande au Centre collaborateur OMS de ré%érence
et de recherche sur les streptocoques, Institut d'Hygitne et d'Epidémiolegie, 48. Srobarova,
100 42 Praguc, Tchécoslovaguie.
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4.2.2 Préparation du vaccin T pour 1'immunisation du lapin

Aprds aveir centrifugé une culture de 18 heures obtepue & 37°C sur 250 ml de bouilion da
Todd-Hewitt additionmé de 1 % de trypsine & 5 %, les bactéries sont reprises par 25 ml de PBS
i pH 7,8 gdditionné de 2 % de trypsine 3 5 % et comservées jusqu'au lendemain 2 la température
ambiante. Le jour suivant, la suspension est centrifugée et les bactéries lavées six fois aun
FPB: 2 pH 7,0; les bactéries sont reprises daps 25 ml de PBS pH 7,0, et additionnées de formol
(0,2 %). Dans certains cas, il y a inté&r8t A préparer les vacecins & partir de cultures incubées
a 30°C.

4.2.3 Protoceole de vaccination et absorprion des sérums

Les techniques zont identiques 2 rcelles qui servent 2 la préparation des immunsérums
anti-M; on obtient généralement un titre sstisfaisant d'anticorps aprés ¢ing semaines d' immu-
nisation. Les sérums doivent 8tre absorhés (pour la méthode de la section 4.1.4 de 1'anmexe).

4.2,4  Contrble du titre et de la spéeificité du sérum de typage apti-T

Les sérums absorbés qui - jusqu'2 ume dilution d'su moins 1:80 - agglutinent une suspenzion
de la scuche de type homologue & la souche immunisante conviennent pour le typage. Ces sérums
sont conty8lés (i la dilution de 1:5) en présence de suspensions des types dont les immunsérums
anti-T figurent dans la collection des sérums d'agglutination (voir Manuel, section 5.3.2). Les
sérums ne peyvent donmer lieu & des réactions croisées qu'avee les types présentant un amti-
géne T commun. 51 tel n'est pas le c¢as, le sérum doit @tre absorbé avec ume souche appartenant
au type avec lequel il donne lieu & une réaction croisde; s'il n'est pas possible d'éliminer
ces réactions, on rejettera le sérum,

51 le sérum domne satisfaction, on saigme le lapin a4 mort, on ajoute de l'azoture de

sodium (0,02 %), on le filtre sur membrane et on le conserve a 4+4°C. En général, il suffit
d'absorber quelques millilitres de sérum pour couvrir les besoins de routine en matidre de
typage pour une périade de plusieurs mois, Une fois absorbé, le sérum est vipoureusement

centrifugé et filtrd sur membrane puis conservé & +4°C,

+

ANTTSTREPFTOLYSINE ¢

5.1 Préparation de la streptolysine 0 (SLO)

5i 1'on n'utilise pas la SLO du commerce, on pourra préparer l'antigépe de la manidre
suivante

Bouillon de Kalbak : Broyer L200 g de coeur de boeuf et mélanger avec deux litres d'eau
distillée. Conserver & +4°C jusqu’au lendemain, et faire bouillir slors pendant 10 minutes.
Filtrer et ajouter 40 g de Neopeptone Difco. Amener le pi & 7,3, Stériliser par filtration.
Dans un autre récipient, dissoudre 5 g de glucose, 5 & de NaHCO4, 5 g de NaCl et 2,5 g de
Na,PHO, dans 100 ml d'eau distillée et stériliser cette solution par filtration. Ajouter 40 ml
de cette solution & 1 litre de macération immédiatement aprads inoculation,

Souche @ Streptococcus pyogenes (groupe A) S 84 ou € 203 §.

Préparation de la 8LO : Inoculer 1000 ml de bouillon de Kalbak avec 50 ml de culture
obtenue en bouillen de Todd-Hewitt, Imcuber pendant 15 heures & 37°C. Vérifier la présence
d'hémolysine dans la culture. Séparer les cellules bactériemnes par filtratiom, assurer la
conservation du filtrat par adjonction du merthiolate 2 la dilutiom de 1: 10 Q00 et maintenir
4 +4°C, Les sérume ne devront pas Btre titrés au moven de cette SLO brute avant uyn mois,
période au bout de laquelle la streptolysine S qui pourrait &tre présente seras devenue inactive,
Lorsqu’elle est conservée dans de bonnes conditions, la SLO conserve une aciivité constante
peadarnt plusieurs années. T1 est donc commode d'en préparer une grande quantité et de la
conserver en vue d'une utilisation prolongée,







