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Diagnostic bactériologique et sérologique de la Diphtérie

I- INTRODUCTION

La DIPHTERIE est « une intoxication causée par un poison trés actif
formé par le microbe, et linfection n’est pas produite par un microbe
envahissant mais par la diffusion dans I'organisme d'une substance toxique
préparée » c'est par cette définition que Roux et Yersin expliquérent cette
maladie infectieuse. En effet il s'agit d'une toxi-infection bactérienne due au
« bacille de Klebs Loeffler » le Corynebacterium diphteriae, connue depuis
I'antiquité pour sa contagiosité et sa gravité, qui fut isolé la premiére fois en 1884
par Friedrich Loeffler.

C'est une maladie a déclaration obligatoire strictement humaine (MDO n°6), qui
constitue un probléme de santé publique (maladie réémergente).

Elle existe a I'état endémique en Algérie, elle constitue une urgence diagnostic et
thérapeutique

li- EPIDEMIOLOGIE

La diphtérie est une maladie strictement humaine ; l'habitat naturel du
Corynebacterium diphtheriae est dans les voies aériennes supérieures :
le rhinopharynx.

Sa transmission est assurée par les gouttelettes de pfluge émises en pariant,
toussant, ou éternuant et ceci constitue le mode de contamination direct. Pius
rarement la transmission est indirecte a partir d’'objets (literie, livre) du fait de la
résistance du bacille dans le milieu extérieur.

Il existe une voie de contamination cutanée, qui dans certaines régions du
monde (Ouganda) est, ie mode d'expression le plus fréquent de la maladie. Le
portage nasophryngé se voit triplé lorsqu'il existe des cas de diphtérie cutanée et
pourrait représenter le principal facteur de contagion en assurant en méme temps
la propagation du Corynebacterium diphtheriae dans la population.

La diffusion de la maladie est due aux malades, convalescents (le portage dure
environ deux semaines en I'absence de traitement) et porteurs sains (le portage
est possible pendant plusieurs semaines ou mois) ; ces derniers représentent
98% des sources d’infections.

L'immunité induite par la maladie est meédiée par les anticorps, elle est dirigée
essentiellement contre la toxine ; les anticorps sont de type IgG. Cette antitoxine
circule a travers tout 'organisme et passe la barriere placentaire procurant ainsi
une immunité passive au nouveau né durant les premiers mois de sa vie.

L'antitoxine peut &tre induite soit directement par la toxine diphtérique produite par
Corynebacterium diphtheriae chez le malade et le porteur sain, soit par la
vaccination avec I'anatoxine diphtérique.

L'immunité produite apres la maladie n'est pas totale, et il est recommandé de
vacciner les convalescents car la maladie immunise mal du faite que les anticorps
antibactériens sont spécifiques de la souche incriminée, mais comme il existe de
nombreux variants séroypigues, I'immunité ne peut étre totale.




La dose et la virulence du bacille ainsi que I'état immunitaire du sujet infecté
influencent également la sensibilité a la maladie.

Ainsi, on considere qu'une concentration d'anticorps de 0,01a0 ,09 Ul /ml assure
une immunité relative, tandis qu'un titre plus élevé assure une protection totale.

D'aprés des études réalisées a l'aide de techniques de neutralisation chez I'animal
et sur cultures cellulaires le taux protecteur serait de 0, 1Ul/ml (Cellesi et al 1989a,
Galazka & kardymowicz); ce taux d’antitoxine correspond a un test de Schick
négatif (voir partie sérologie).

Avant I'ére de la vaccination, lorsque la présence de Corynebacterium diphtheriae
était importante, 'immunité naturelle acquise lors des formes apparentes ou non
apparentes de I'infection était la seule source de protection ; tous les sujets entre
15 et 20 ans avaient acquis une immunité naturelle envers la maladie.

Apres l'application des programmes de vaccination, on note une réduction
considérable de l'incidence de la maladie, et également une modification du statut
immunitaire des différentes tranches d’'ages.

La vaccination du jeune enfant lui permet d'acquérir une forte immunite envers la
maladie ; cette immunité décroit chez I'enfant plus agé et I'adolescent en fonction
du schéma de vaccination et de I'incidence de la diphtérie.

Une immunité élevée chez I'enfant entraine une diminution de la fréquence de la
maladie ; la diphtérie devenant rare, les occasions d'acquérir ou de renforcer
limmunité naturelle sont aussi réduites, ceci pourrait entrainer une sensibilité
accrue chez les adultes. Le taux d’anticorps diminue avec I'age, moins de 50%
des adultes posséderaient une immunité antidiphtérique ; d'os la nécessite de
faire des rappels de vaccinations.

Les tranches d’ages a risque varient en fonction des pays et des épidémies qui les
ont touchés : ainsi, en Allemagne c'est la tranche de 20 a 40ans qui est le plus
exposée ainsi que dans les différentes régions de I'ex-URSS.

La diphtérie dans le monde :

C’est une maladie qui évolue par cycles qui comportent des périodes épidemiques
suivies de disparitions pendant une durée de100ans ou plus.

Au XVI et XVII siécle : épidémie en Espagne ; d'autres vagues épidemiques sont
rapportées en 1583, 1613,1630, 1645, et 1666.

Une autre bouffée épidémique a touché les USA entre 1735 et 1740.

Au XIX siécle : 'Amérique et 'Europe ont connu une grande épidémie entre 1847 et
la fin du siécle. La mortalité liée a la diphtérie atteignait 50 a 100/100000 habitants
avec un taux de létalité proche de 50%.

Une autre épidémie touche 'Europe pendant la seconde guerre mondiale avec une
incidence supérieure a 200/100000 hab. Il y a eu 50000 morts et plus de 1 million
de cas en Europe.

Avec l'introduction de la vaccination entre 1945 et 1950 dans les pays industrialisés,
elle s'est accompagnée d’'une diminution spectaculaire de l'incidence.
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Depuis 1976 l'incidence a augmenté en Ex-URSS atteignant un premier pic entre
1983-1985 avec un nombre de cas annuel de 1400. Une seconde vague épidémique a
débuté vers 1990 : en 1994 les 12 états étaient touchés. On est passé de 1436 cas en
1990 a 19604 cas en 1993 puis a 47869 cas en 1994 pour atteindre 50434 cas en 1995.
Depuis on note une baisse de l'incidence avec 30 cas en 2001 et une incidence de 0,57
pour 100000hab.

Pour I'union européenne : en Finlande on a signalé un cas importé en 30 ans pour
I'année 1993.

En Franceon arecensé unseul casen 2002 etcecien 13 ans.
En4ansen ltalie, il yaeu un seul cas en 2002.

La Lettonie présente le taux d'incidence le plus élevé de tous les états membres de
I'ex URSS ouonaenregistré entre 1993 et 2001 : 1288 cas déclarés dont 96 deéces.

Dans les pays en développement, aprés [introduction des programmes de
vaccination sous I'égide de I'OMS dans les années 1970, la couverture vaccinale des
enfants estpassee de 5% en 1974 a2 46% en 1985 et 79% en 1992.

Au Yémen une épidémie de 150 cas a eu lieu entre 1982 a 1983 avec un taux de |étalité
de 14%.

En Jordanie deux épidémies sontsurvenues en 1977 et 1978 puis en 1982-1983.
Au Soudan une epidémie de 107 cas en 1978, il y a eu une autre épidemie en 1988.

Toutes ces épidémies évoluent de la méme maniére : elles touchent d'abord les jeunes
enfants, lorsque la couverture vaccinale des enfants augmente elle affecte les
adolescents puis les adultes.

| Low Epidemic Risk

L

2 Moderate Epidemic Rigl

.High Epidemic Risk ; i 4 Diphtheia

ey - www.tmb.iefimages/ & -
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La diphtérie en Algérie :

Apreés l'introduction de la vaccination dans les années 50, l'incidence de la diphtérie a
régulierement baissé dans le monde, I'Algérie a connu le méme sort. Il a été noté une
diminution de 55% de morbidité entre les périodes 1963-1969 avec une incidence de
3,97 pour 100000 hab. et une incidence de 1,87 pour 100000 hab. entre 1970-1979.
Mais depuis 1990 une recrudescence de la maladie a été enregistrée. Les cas décrits
jusque la étaient le plus souvent sporadiques, localisés au sud du pays.

En 1992 dans la wilaya d'Adrar 23 cas ont été signalés, suivis de trois flambees
épidémiques en 1993, 1994,1995 touchant différentes régions du pays (El Oued,
Bejaia, Tizi Ouzou, Adrar, Djelfa, Batna, Setif, Tipaza).

llyaeu 296 cas en 1993
972 casen 1994
361 casen 1995

L'incidence de la maladie a baissé en 1996 avec un taux de 0,59/100000 hab. Elle
passe en 1997 a 0,21/100000 hab. On dénombre 62 cas avec 6 déces ; ce sont
les0a4 ansetles 10 a 19 ans ou on observe les taux les plus éleves.

En 1998 l'incidence de la maladie a encore baissé pour passer 0,19/100000 hab. soit
57 cas confirmés : on déplore 12 décés ce sont toujours les 5 a 9 ans qui sont touchés
ainsi que les 20 a 29 ans. Pour I'année 1999 une baisse importante du nombre de cas :
17 cas avec un taux de létalité en légére augmentation avec 23,5%.

Pour chacune des années 2000 et 2001, on déplore 3 cas et un déces.
Aucun cas de diphtérie n'a été enregistré au cours de I'année 2002.

En 2003 : 7 cas de diphtérie sont apparus dans la wilaya de Tiaret ; se sont des
membres de la méme famille 4gés entre 5 et 14 ans. Aucun cas n'a été enregistré pour
l'année 2004. Elle réapparait en 2005 ou on enregistre un cas a lllizi, 5 cas a
Chelghoum EI Aid dont un décés, et deux cas dans la wilaya d'Adrar ou elle sévit
encore au cours de cette année.
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llI- Rappel physiopathologique

1- Pénétration : C.diphteriae pénetre dans l'organisme le plus souvent au niveau
des voies aériennes, se multiplie préférentiellement dans les couches
superficielles de certains épithéliums comme le rhinopharynx, plus rarement le
larynx ou la peau, cela n'empéche pas la possibilité de I'isoler des conjonctives,
des sécrétions vaginales ou d'autres liquides biologiques

La bactérie en se multipliant localement, va provoquer une réaction
inflammatoire avec formation d'un exsudat épais (fausses membranes)
accompagné d'adénopathies satellites.

De plus, la toxine produite et transportée par le sang va étre responsable des
complications. En effet, C.diphteriae posséde un double pouvoir pathogene : I'un
est invasif, I'autre toxique

2- Pouvoir pathogeéne local : qui est di a la multiplication et a la virulence de
C.diphteriae, en effet en plus des constituants protéiques et lipidiques (Ag K,
Cord factor), la toxine exerce un effet cytotoxique qui va entrainer une réaction
inflammatoire locale

3- Pouvoir pathogéne a distance : est d( a I'action de la toxine diffusée qui est de
type pantrope ne possédant pas d'affinité pour un organe en particulier. En effet,
la toxine véhiculée par le sang, atteint différents organes au niveau desquels elle
va agir en bloquant la synthése protéique, ce qui explique les nombreuses
complications provoquées (neurologique, cardiaque, rénale...).

4-Formes cliniques :
Angines diphtériques

e Angine commune : est la forme la plus fréquente, habituellement rencontrée.
La période d'incubation est de 2-5j, suivie d'une période d'invasion caractérisée
par une asthénie, anorexie, courbatures, rarement accompagnée d'une fievre.
On note a ce stade une paleur importante, des adénopathies sous-maxillaires,
mais surtout l'aspect rougeéatre de la gorge avec la présence de fausses
membranes apparues en 24-48H, de couleur blanchatre, creme, trés adhérentes
lisses, épaisses au début puis irrégulieres, grisatres, elles sont souvent
bilatérales, envahissant rapidement toute la gorge, méme aprés leur
arrachement. La muqueuse buccale est peu tuméfiée non ulcérée et non
hémorragique.

Il existe parfois des formes atypiques :
- Angine érythémateuse, erythémato-pultacée avec rougeur diffuse et un
enduit pultacé blanc jaunatre

- Fausses membranes seules : il s'agit d'une forme atténuée rencontrée chez
le vacciné
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- Forme pseudophlegmoneuse avec cedéme, tuméfaction d'une amygdale

Photo 1: Angine diphtérique
www.annedecoster.fr

e Angine maligne : dite « forme hyper toxique », rencontrée dans 17 a 23% des
cas, alors que dans les zones tempérées elle n'est que de 1-2%, se voit
rarement en dehors des épidémies, peut s'installer directement avec des signes
de malignité, comme elle peut se voir secondairement a une angine commune
mal ou non traitée.

Elle est caractérisée par une fiévre a 39-40°C (il existe des cas apyrétiques),
une altération de I'état général, une adynamie ou une agitation, une paleur
intense et une déshydratation surtout chez le nourrisson.

On note aussi : une tachycardie, hypotension artérielle, extrémités froides et
cyanosées, diarrhées, vomissements avec purpura au niveau du cou et du
thorax, desadénopathies bilatérales volumineuses et douloureuses.

Dans I'angine maligne, les fausses membranes sont de couleur grisatre, gris
verdatre ou noiratre parfois hémorragiques et fétides, reposant sur une
muqueuse cedémateuse, ulcérée et hémorragique, se détachant tres
difficilement, ce qui engendre une dysphonie et une dysphagie, la bouche reste
entre ouverte avec une hypersialorrhée et une haleine fétide en plus d'une
rhinite hémorragique.

L'évolution est le plus souvent mortelle méme aprés une sérothérapie.

Croup = Laryngite diphtérique

Il s'agit souvent de I'évolution d'une angine diphtérique (commune ou maligne)
touche surtout I'enfant de 2-6 ans, avec une fréquence de 45-75% dans les pays
endémiques, 10-15% en Europe. |l est de mauvais pronostic avec une mortalité
de 25-71%. Se caractérise par une modification de la voix et de la toux, ainsi au
début la voix et la toux sont rauques puis la voix devient éteinte avec une toux
toujours rauque et ensuite la voix et la toux toutes deux sont éteintes.
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En labsence de traitement, la phase dyspnéique (bradypnée, sueur,
convulsions, angoisse) s'installe de facon intermittente puis continue, elle
sera suivie par la phase d'asphyxie, la mort s’ensuivra en quelques heures.

Rhinite diphtérique = Diphtérie nasale

Forme fréquente chez le nourrisson et I'enfant de 2-6 ans, rare chez I'adulte,
souvent associée a une angine diphtérique (60% des cas).

Se caracterise par un écoulement uni puis bilatéral, séreux ou mucopurulent
ou encore hémorragique parfois méme fétide. La muqueuse nasale présente
des érosions plus au moins profondes pouvant saigner au contact avec
parfois |a présence de fausses membranes blanchéatres.

Cliniguement, I'état général est bien conservé, parfois on peut observer une
anorexie avec diarrhée, vomissements, |égere fievre, paleur mais surtout
une géne respiratoire.

Des localisations secondaires peuvent étre associées ex. otite,
conjonctivite...alors que la myocardite et les paralysies sont rares.

Lorsqu'elle n'est pas associée a une angine, la rhinite peut guérir sans
traitement au bout de 10 a 15j.

Diphtérie cutanée

Elle est surtout primitive, isolée, se développant sur des I!ésions
préexistantes (brdlures, mycose, circoncision... ).

Les signes généraux restent modérés avec une légere fieévre, courbatures,
asthénie peu prononcee alors que dans certains cas une adynamie, paleur
extréme, fievre, tachycardie, adénopathie (selon la localisation) sont
observées. L'évolution est souvent simple, quelque fois, il y a surinfection
par des germes anaérobies donnant a la lésion un aspect nécrotique et
gangréneux, les complications surviennent dans 30-40% des cas.

Les formes rencontrées sont ;

e Ulcération cutanée . au début peu étendue, peu profonde avec une
sérosité abondante et jaunatre, trés rapidement elle se recouvre de
fausses membranes grisatres ou jaune brunatre epaisses, suintantes et
adhérentes ; elle peut devenir profonde sans jamais atteindre le muscle.

o Diphtérie ombilicale: rencontrée chez le nouveau-né, la fausse
membrane est cartonnée, mince, adhérente, qui tombera spontanément
en 2 a 3 semaines

¢ Vulvo-vaginite diphtérique

» Conjonctivite diphtérique . souvent secondaire a une localisation
nasale ou pharyngée, peut étre uni- ou bilatérale avec des fausses
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membranes grisatres, peu épaisses sur une muqueuse rouge parfois
ulcérée, évoluant rapidemer.. vers la guérison. Des formes graves type
erosion cornéenne, kératite peuvent étre observées

o Otite diphtérique . souvent associée & une angine ou une rhinite, chez

le nourrisson avec ctalgie

Complications

a)

b)

c)

d)

Myocardite : est la complication majeure apparaissant suite a une
angine diphtérique tardivement traitée, débutant souvent précocement
entre le 5 et 10°™ (dans 80% des cas), comme elle peut étre tardive
(plus de 3 semaines).

Cliniquement, on note un trouble du rythme, une cyanose, une
hépatomégalie douloureuse, une oligurie et une hypotension.

Biologiquement : l'augmentation des enzymes cardiaques,
transaminases est a signaler.

Nb : Deux cas d'endocardites a C.diphteriae ont été diagnostiqués au
CHU de Béni-Messous (Dr Touati).

Paralysies : décrites dans le «syndrome malin tardif de Grenet et
Menart » dont I'apparition peut aller du 5°™ jour jusqu'au 90°™ jour, elles
sont rencontrées dans 12-21% des cas, il peut s’agir de la paralysie :

» vélopalatine avec nasonnement, refiux des liquides par le nez
» de 'accommodation : géne de la vision rapprochée

= des muscles : touchant d'abord les membres inférieurs, puis les
muscles respiratoires et oesophagiens.

Autres atteintes neurologigues : sont exceptionnelles, avec

I'encéphalite (6% des cas), 'hémiplégie (1% des cas)

Atteinte rénale : rencontrée souvent dans les angines malignes, se
manifestant par une oligo-anurie, hématurie, hyperazotémie, protéinurie
importante.
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IV- DIA

GNOSTIC BACTERIOLOGIQUE

1- Prélevements :

L!

écouvillonnage réalisé au niveau de la gorge, du nez ou du rhinopharynx a

I'aide d'un écouvillon est le principal prélévement.

Prélevement de la pseudomembrane a 'aide d'une pince, qui sera mise dans
une boite stérile ou a défaut un tube stérile.

Aspiration ou écouvillonnage a la base de la Iésion aprés avoir éliminé la
crolte

Autres : des hémocultures sont éventuellement réalisées en cas de
complications.

- Acheminement au laboratoire :

Les prélevements doivent étre expédiés immédiatement au laboratoire a
température ambiante, accompagnés d'une fiche de renseignements
(annexe). ll est possible d'ensemencer des tubes de Loeffler qui peuvent servir
de milieux de transport (annexe). Il faut absolument prévenir a l'avance le
laboratoire auquel on expédie les prélévements pour une prise en charge
adéquate.

2- Diagnostic direct :

a- Traitement du prélevement :

Réalisation du frottis coloré : sur une lame propre et dégraissée,
confectionner un frottis en exprimant le contenu de I'écouvillon au centre de la
lame, puis a l'aide d'une anse de platine réaliser des mouvements
centrifuges++, laisser sécher puis fixer a la flamme ou a l'alcool.

Par la suite, des colorations type Gram, Del Vecchio (annexe) peuvent étre
realisees.

a.1- Morphologie :

Comme les autres Corynebacterium, C.diphtheriae est un bacille a Gram
positif, possédant une disposition particuliere en lettres (L,N,X), chiffres
romains, groupés en palissades, il s'agit de batonnets fins (0,3-0,8 um de
diametre) droits ou longs, incurveés, non sporulés, non capsulés. Lorsque le
frottis est realisé a partir d'une culture, I'aspect est polymorphe avec un
gonflement aux extrémités, en massues.

Coloration de Gram : basée sur la différence de composition chimique des
parois bactériennes, elle révéle I'absence ou la présence de la couche
lipidique et renseigne sur la perméabilité ou non de |a paroi a I'alcool.




Photo n° 2 : Coloration de Gram a

°3: Col ion de G
partir d'un prélévement de gorge | m e oeae Bpen

a partir d’une culture bactérienne

www.microbes-edu.org

Les Corynébactéries sont des bactéries a Gram positif et apparaissent bien
colorées en violet, les tailles sont variables selon le biotype :

Biotype mitis:  Bacilles longs.

Biotype gravis: Bacilles courts.

a.2- Culture :

Arrivés au laboratoire et aprés enregistrement, les prélévements seront
ensemences sur gelose au sang. La recherche des corynébactéries sur les
prelevement polymicrobiens peut étre facilitée en déposant sur la gélose au
sang un disque de fosfomycine a 300ug ou a défaut a 50ug dans la zone
ensemencee : les corynébactéries se développent dans la zone de diffusion
de I'antibiotique alors que beaucoup d'autres bactéries sont inhibées par cet
antibiotique.

L'utilisation du milieu de Loeffler sérum de boeuf permet d'obtenir une
croissance rapide de C diphtheriae (14h a 18h).

Corynebacterium diphtheriae est un germe aéro-anaérobie facultatif, les
cultures sontincubées 18h a 24h dans une atmosphére normale 435°C.

Le milieu de Tinsdale peut étre utilisé pour la recherche de C diphtheriae,
l'incubation de ce milieu est de 48h a 72h. La présence de Corynebacterium
diphtheriae se traduit par la présence de colonies de couleur noire (réduction
du tellurite de potassium, contenu dans le milieu, en tellurite), entourc s d'un
halo brun foncé (indiquant une production d'H2S a partir de L-cystine par une
cystinase). Ce type de colonies est indicatif de C. diphtheriae mais pas
spécifique (les trois biotypes ont le méme aspect), d'autres bactéries peuvent
produire ce type de colonies (certains Staphylococcus spp ainsi que
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Corynebacterium ulcerans et plus rarement, certaines souches de C.
pseudotuberculosis), d'ou la nécessité de faire un examen microscopique
des colonies, et une identification compléte dans le cas ou l'examen
microscopique révele des bacilles a Gram positif (2).

puacin

Photo n°4 : Culture sur gélose au Photo n°5 : Culture sur milieu de Tinsdale
sang frais (GSF)

b- Identification viochimique :

Les bactéries corynéformes se développant avec un halo sur le milieu de
Tinsdale évoquent une forte suspicion de Corynebacterium diphtheriae ; on
recherchera alors : hémolyse (gélose au sang frais), catalase, nitrate
réductase, gélatinase, uréase, esculine, galactosidase, glucuronidase,
phosphatase alcaline, pyrrolidonyl aminopeptidase, ou arylamidase,
pyrazinamidase et l'activité glucidolytique : glucose, maltose, saccharose,
mannitol et xylose (tableaun®:1).
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Tableau n° | : Identification biochimique des différents biotypes de C. diphtheriae
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Nit : nitrate, PYZ : pyrazinamidase, PYRA : pyrrolidonyl arylamidase, PAL : phosphatase alcaline,
GUR : béta glucuronidase, GAL : béta galactosidase, GLU : alpha glucosidase,
NAG : N-acetyl, glucosaminidase, ESC : esculine, URE : uréase, GEL : gelatine, GLU : glucose,
RIB : ribose, XYL : xylose, MAN : mannitol, MAL : maltose, LAC : lactose, SAC : saccharose,
GLYC : glycogene, CAT : catalase

b.1- Galerie classique :

A partir d'une culture pure, faire une suspension laiteuse (6 Mac Farland) et
effectuerla galerie d'identification suivante :

= Gram

= Recherche de |la catalase

Recherche de la nitrate réductase (10 gouttes de suspension)

Recherche de |'uréase sur milieu de Christensen (ensemencement en
stries serrées de la partie supérieure de la gélose, le culot servant de
témoin).

Recherche de l'indole, sur eau peptonée exempte d'indole (10 gouttes de
suspension)

Recherche de la gélatinase (un film de gélatine dans 1 ml de suspension
bactérienne)

= Etude de la fermentation des sucres : elle se fait sur milieu CTA (Cystine
Trypticase Agar) ou sur milieu MEVAG sans sucre, additionnés de 10 % de
sérum de cheval et de 1 % d'hydrate de carbone ajoutés stérilement.

Les sucres étudiés sont : le glucose, le maltose, le ribose etle glycc. "ne.

Inoculer en piqare la partie supérieure du milieu d'étude de ces sucres
(bouchon légerement dévisseé).

*** Incuber la galerie pendant 24h & 35°C
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Diagnostic bactériologique et sérologique de la Diphtérie

Photo n° 6 : Galerie classique

Degauche adroite: Glucose, ribose, maltose, glycogéne, témoin négatif,
bouillon nitrate, urée, eau peptonée, gélatine

b.2- Identification a l'aide de systémes commercialisés :

Le systeme Api Coryne (BioMérieux) est actuellement utilisé dans beaucoup
de laboratoires pour l'identification des souches de Corynebacterium. Une
evaluation de cette galerie a montré qu'il y a une bonne concordance (97.6 %)
entre l'identification par ce systéme et les résultats obtenus avec le systéme
classique (4).

Principe :

La galerie Apri Coryne comprend 20 microcupules contenant des substrats
sous forme déshydratée pour la fermentation des sucres.

Technique (voir schéma fourni par BioMerieux).
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METHODOLOGIE / PROCEDURE { METHODIK ! TECNICA | PROCEDMENTO
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a- Préparation de l'inoculum :

= Quvrir une ampoule de suspension médium

= A l'aide d'un écouvillon stérile, prélever toute la culture préalablement
préparée en milieu gélosé et réaliser une suspension dont I'opacité ne doit
pas étre inférieure a celle de I'étalon 6 de Mc Farland en comparant au
témoin d'opacité présent dans le coffret.
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Diagnostic bactériologique et sérologique de la Diphtérie

b- Inoculation de la galerie :

*Onze premiers tests de la galeries (NIT & GEL) : répartir la suspension
préceédente en evitant la formation de bulles (incliner la boite d'inoculation vers
I'avant).

- Pourles tests NIT a ESC, ensemencer 150ul dans chaque cupule (soit 03
gouttes de pipettes Pasteur).

Pour le test URE, remplir uniquement la partie tube.

Pour le test GEL, remplir toute la cupule

* Neufderniers tests de la galerie (0 a GLYG).

- Transférer environ 0.5 ml de la suspension précédente dans une
ampoule de GP médium, bien homogénéiser.

Reépartir cette nouvelle suspension dans les tubes uniquement.
- Recouvrir les tests soulignés d'huile de paraffine.

- Refermerla boite.

- Incuber 24 heures a 35-37 ° C (5).

Lecture : (voir Tablcau en annexe)

Coder l'ensemble des réactions obtenues en un profil numérique aprés avoir
reporté tous les resultats sur la fiche d'identification, se référer ensuite au
catalogue analytique Api Coryne fourni par Biomerieux.
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Photo n° 7 : Test biochimiques de C. diphtheriae gravis

Photo n° 8 : Tests biochimiques de C.diphtheriae mitis

o A
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e g e

Photo n° 9 : Tests biochimiques de C.diphtheriae belfanti

La lecture des galeries nous a permis de distinguer trois biotypes de C.diphtheriae
gravis, mitis, belfanti (voir photos), les trois biotypes fermentent le glucose, le ribose et
le maltose, ne dégradent pas I'urée et ne liquéfient pas la gelatine.

Les biotypes mitis et gravis réduisent les nitrates en nitrites tandis que le biotype
belfanti ne posséde pas de nitrate réductase ; nous remarquons aussi que chez le
biotype gravis c'est surtout la présence d'une amylase qui est caractéristique, le
quatriéme biotype intermedius n'a pas été isolé en Algérie, il se différencie des autres
Corynebacterium par sont caractere lipophile.
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Diagnostic bactériologique et sérologique de la Diphtérie

3- Antibiogramme :

C.diphtheriae est I'une des corynébactéries les plus sensibles aux antibiotiques,
cependant la réalisation systématique d'un antibiogramme est indispensable pour
la détection de résistances et le suivi de l'évolution des résistances aux
antibiotiques (17)

Technique :
Milieu :
= (Gélose Mueller-Hinton coulée en boites de pétri sur une épaisseur
de 4 mm

= Lesgeéloses sontséchées avant'emploi.

Inoculum :
= A partir d'une culture pure de 18h sur milieu d'isolement (gélose au
sang ou milieu de Tinsdale), racler a l'aide d'une anse de platine
quelques colonies bien isolées et parfaitement identiques.

= Décharger l'anse dans 5 a 10 ml d'eau physiologique stérile a
0.9%

= Bien homogénéiser la suspension bactérienne, son opacité doit étre
équivalente a 0.5 Mc Farland ot a une D O de 0.08 2 0.10 lue a 625
nm.

= L'inoculum peut étre ajusté en ajoutant, soit de la culture s'il est trop
faible, ou bien de I'eau physiologique stérile s'il est trop important.

= L'ensemencement doit se faire dans les 15 mn qui suivent la
préparation de l'inoculum

Ensemencement :
= Tremper un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne.

= L'essorer en le pressant fermement (en le tournant) sur la paroi
interne du tube, afin de le décharger au maximum.

= Frotter I'écouvillon sur la totalité de la surface gélosée, séche, de
haut en bas, en stries serrées.

= Reépéter 'opération deux fois en tournant la boite de 60° sans oublier
de faire pivoter I'écouvillon sur la périphérie de la gélose. Dans le cas
ou l'on ensemence plusieurs boites de Pétri, il faut recharger
I'écouvillon a chaque fois.
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Application des disques d'antibiotiques :

= |l ne faut pas mettre plus de 6 disques d'antibiotiques sur une
boite de 90 mm de diameétre, les disques d'antibiotiques doivent
étre espacés de 24 mm, centre a centre.

» Les antibiotiques testées sont : Pénicilline (10Ul), ampicilline
(10ug), streptomycine (10ug), gentamicine (10ug), amikacine
(30ug), ofloxacine (5ug), érythromycine (15ug), Pristinamycine
(15pg), Doxycycline (30ug), vancomycine (30ug) chloramphénicol
(30ug), trimetoprim/sulfamethoxazole (1.25/23.75ug).

= Presser chaque disque d'antibiotique a l'aide d'une pince pour
s'assurer de son application. Une fois appliqué le disque ne doit pas
étre deplacé.

= Lasouche C diphtheriae ATCC 100721 est utilisée comme contrdle
de qualité pour la réalisation des antibiogrammes.

Incubation :
= 24 heures a 35°C

Lecture :
= Mesurer avec précision les diameétres des zones d'inhibition a

I'aide d'un pied a coulisse métallique, a I'extérieur de la boite
fermée (7).

Photo 10 : antibiogramme d'une souche de C.diphtheriae
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Diagnostic bactériologique et sérologique de la Diphtérie

Photo 11 : antibiogramme de I'ATCC 100721

4- Etude des concentrations minimales inhibitrices (CMI) par dilution sur
milieu gélosé et parE test :

a-CMI :

1- Préparation de la solution mére :

On prépare une solution mere a 1600pug/ml = 16 mg de poudre diluée par
10 mi de solvant.

Pour les poudres d'antibiotiques titrée, calculer le volume de solvant a rajouter
comme suit :

16mg x titre
V= — = mlH,O diluée
1600pg/ml
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Tableau n°2 : Préparation de la gamme de dilution de I'antibiotique

Solution mére Solution mere Eau-distiilée Concentration des | Concentration des
d’antibiotique (ml) # tubes (pg/mi) boites (pg/ml)
e 1 9 160 16
1600pg/mi )
0.5 9.5 80 8
24 2 40 4
” 1 3 20 2
80pg/ml =
0.5 35 10 1
0.5 ¥ b 0.5
2 2 2.5 0.25
S 1 3 1.25 0.125
S5pa/ml . GG
0.5 3.5 0.63 0.063
0.5 V5 0.32 0.032
0.32 2 2 0.16 0.016
Matériel :

Série de 11 tubes a essai, numérotés de 160pg/ml a 0.16pg/ml.
Série de boites de Pétrirondes, numérotées de 16ug/mla 0.016pg/mi

Culture de 18h de la souche a tester, ainsi que la souche témoin
C.diphtheriae ATCC 100721

Méthode :

- Préparation de lagamme d'antibiotiques comme décrit dans le tableau

Commencer par la distribution d'eau distillée dans chaque tube

A partir de la solution mére, procéder a la distribution de I'antibiotique en
changeant de pipette chaque fois que c'est nécessaire.

Prendre 2 ml de chaque concentration en tube de [I'antibiotique
(160pg/ml, 80pg/ml, 0.16ug/ml) et la mettre dans les boites de Pétri
correspondantes ala concentration (16ug/mla0.016ug/ml).

Pour chaque série de CMI préparer une boite témoin avec 2ml d'eau
distillée sans antibiotique pour le controle de l'inoculum.

Ajouter 18 ml de Mueller Hinton fondu etramene a45 °C.

Réaliser des mouvements rotatoires pour homogénéiser le contenu de la
boite et laisser solidifier

Sécherles boites.

- Inoculum:

Préparer les suspensions des souches a tester et de la souche témoin de la
méme maniére que pour I'antibiogramme (0.5 Mac Farland).
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- Application :

Appliquer 3ul des différentes suspensions sur la gélose a l'aide d'une
anse de platine calibrée, ou a l'aide d'une micropipette.

- Incubation:

Incuber 18h -24h a 35°C.

- Interprétation :

La CMI de chaque antibiotique correspond a la derniére boite sans
culture apparente.

b-E test:

Milieu : Gélose Mueller Hinton pré séchée

Inoculum : Faire une suspension bactérienne a 0.5 Mac Farland dans de I'eau
physiologique

Ensemencement : Plonger un écouvillon stérile dans la suspension, le sortir
du tube en l'essorant doucement sur les parois. Ensemencer la boite en frottant
I'écouvillon sur la surface de la gélose, en tournant la boite 3 fois de 60°.
Déposer la bandelette Etestimprégnée de l'antibiotique a étudier.

Controle de qualité : || est réalisé dans les mémes conditions que les souches
atester. La souche témoin utilisée est'ATCC 100721.

Incubation : 24 heures a 35°C.

Lecture : Lire la valeur de la CMI correspondant a l'intersection des 2 ellipses.
(photo 12)

Photo 12 : E test




5- Mise en évidence de la toxine diphtérique :

1- Définition et mode d'action :

La toxine diphtérique DT représente le facteur de virulence responsable des
manifestations cliniques, ainsi un miligramme de toxine purifiée représente
14000DMM (dose minimale mortelle).

Elle est produite par les souches toxinogénes porteuses du gene tox+ en
présence d'une faible concentration de fer < 100ug /I (sinon la croissance est
inhibée).

C'est une exotoxine protéique de PM = 58350 Da, constituée de 535 acides
aminés, organisés en 2 fragments Aet B reliés par un pont disulfure.

FragmentA: Fait 21167 Da, représente [|'extrémité NH, terminale
responsable de I'action toxique, se caractérise par sa stabilite
vis a vis des variations de pH et de T°, mais aussi par sa
résistance a l'action des enzymes protéolytiques.

FragmentB: De pM=37199 Da représente l'extrémité COOH terminale
permet la fixation de la toxine sur le récepteur cellulaire se
caractérise par son instabilité aux variations de pH, de T° et sa
sensibilité a I'action des enzymes protéolytiques.

A
H.N [ ] ARG-EOO
1 trypsine H
8 g > $-8 H s

thiol DOC ———

Ser-NH.,

B

Action de la toxine

La toxine vient se fixer sur le récepteur cellulaire le précurseur de /'heparin
binding epidermal growth factor- grace a son fragment B, le complexe toxine-
récepteur sera internalisé sous forme de vésicules recouvertes de clathrine qui
passeront dans le compartiment endosomal. La diminution du pH des vésicules
permet la séparation des 2 sous unités et le passage de la sous unité A a travers
lamembrane de la vésicule grace ala sous-unité B.

Au niveau du cytosol, la sous unité A exerce son activité catalytique en présence
du NAD' en inactivant le facteur d'élongation EF, (qui est le composant essentiel
dans la synthése protéique qui permet la translocation du polypeptidyl-tRNA du
site accepteur A au site donneur P), d'ou mortde |a cellule.

NAD' + EF, ——— ADP-ribosyl-EF;+ Nicotinamide + H’

actif inactif
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2- Mise en évidence :

Peut se faire :
-invivo: - détermination du pouvoir létal
- neutralisation du pouvoir dermonécrotique chez le cobaye

- surculture cellulaire

-invitro: - précipitation en milieu gélosé (test d'Elek)
- mise en evidence du gene tox par PCR

- immunochromatographie surbande

* Détermination du pouvoir létal

Cette épreuve utilise 2 cobayes pesant chacun 300-400gr, I'un d'eux servira de
témoin et recevra par voie intra péritonéale 0,5ml de I'antitoxine diphtérique
titrant 200U/ml, 1h aprés on injecte en sous-cutanée de la face interne de la
cuisse droite de chacun des cobayes 0,2ml d'une suspension bactérienne
dense en eau peptonée

Résultat :

- Si le cobaye non protége meurt en 2 a 4j (avec nécrose locale et cedeme)
alors que celui qui est protége survit : il s'agit d'une souche de C.diphteriae
toxinogéne

- Si pas d'effet sur les 2 cobayes : il peut s'agir d'une souche de C.diphteriae
non toxinogéne

- Sial'inverse un effet pathogéne apparait chez les 2 cobayes : il ne s'agit pas
de C.diphteriae mais d'un autre germe pathogene pour le cobaye.

* Recherche du pouvoir dermonécrotique par inoculation intradermique

Utilise également 2 cobayes, dont I'animal témoin recoit la veille de I'épreuve
1000unités d'antitoxines diphtériques. Le lendemain sur une peau rasée on
injecte par voie intradermique 0,2ml d'une suspension dense de C.diphteriae,
le cobaye non protégé recoit alors une dose d'antitoxine (8U immédiatement ou
125U 6h apres) pour éviter l'effet |étal.

La lecture se fait en 48-72h par la mise en évidence de la réaction locale
inflammatoire puis nécrotique.

Une autre méthode plus simplifiée, utilise un seul cobaye qui recevra
successivement 2 injections intradermiques d'une suspension de C.diphteriae
I'une avant et I'autre apres administration d'antitoxine par voie intra péritonéale.
L'absence de réaction du coté injecté aprés l'antitoxine, contrastant avec la
réaction nécrotique du cété injecté avant I'antitoxine, confirme qu'il s'agit d'une
souche toxinogéne de C.diphteriae
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* Recherche sur culture cellulaire

Utilise des cellules Vero qui ont la particularitt de posséder plusieurs
récepteurs pour la toxine diphtérique, celle-ci provoque un effet cytopathogéne,
en présence d'une souche fortement toxinogene NCTC10648 qui produit5.120
CD/ml de toxine diphtérique et une souche faiblement toxinogéne NCTC3984
produisant 1.280 Vero CD/ml de toxine diphtérique.

Il est possible d'utiliser des cellules de type Hela. La limite de détection est de
60pg/ml de I'activité biologique de la toxine diphtérique.

Il s'agit d'une technique spécifique, précise et quantitative mais présente des
limites a savoir : technique longue réservée au laboratoire spécialisé

*Testd'ELEK

Le principe : il s'agit d'un test d'immunoprécipitation, qui consiste a cultiver une
souche de C.diphteriae sur un milieu transparent en présence d'antitoxine, la
production de toxine va se traduire par la formation d'une zone de précipitation
due a la réaction antigéne-anticorps.

llen existe 2 types :
- Testd'Elek conventionnel
- Testd'Elek modifié

a- Test d'Elek conventionnel : 20 ml de milieu d'Elek fondu et ramené a 45°C
sont additionnés de 4ml de sérum de veau fcetal, verser dans une boite de
Pétride 9mm de diameétre.

Avant solidification, une bande de papier Whatman de 6 cm sur 1cm
imprégnée d'antitoxine a raison de 1000Ul/ml et égouttée est introduite,
laisser alors durcir.

La boite est inoculée par stries perpendiculaires a la bande avec les
souches a tester [en prenant soin de prélever 6 & 10 colonies différentes, car
risque de prélever une colonie tox-] en présence des souches témoins qui
sont au nombre de deux :

= A99 C.diphteriae subsp intermedius ou A102 Pw8 C.diphteriae
subsp mitis toxinogénes

= ATCC100127 C.diphteriae subsp mitis non toxinogéne ou une
souche de S.aureus

D'autres souches de références peuvent étre utilisées :

NCTC10648 : C.diphteriae subsp.gravis fortement toxinogene

NCTC3984 : C.diphteriaesubsp gravis faiblementtoxinogene

NCTC10356: C.diphteriae subsp belfantinontoxinogene

Incuber a 35°C, observer aprés 24 et 48h |'apparition des lignes de
précipitation caractéristiques d'une réaction Ag-AC.
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Souche non toxinogéng

Souche toxinogéne

Souche témoin tox-

Souche témoin tox

Photo 13 : test d'Elek

b- Test d'Elek modifié : la modification se situe au niveau:

% Du volume du milieu : 0,5ml de sérum de veau foetal pour 2,5ml de milieu de
base

7

% Delaboite de pétri de 4-5cm de diamétre
% De l'antitoxine sous forme de disque a raison de 10Ul/disque

7

% Del'ensemencementdes souches en spot a 9mm du disque

Souche témoin tox- @) souche tox+

S
Y

Souche témoin tox+ O B O | souche tox -

Les 2 tests possedent la méme sensibilité.

** Interprétation :

L'apparition des arcs de précipitation est le signe de positivité, ils seront pris
en compte lorsqu'ils se trouvent a 10 mm de la jonction bande strie.

Lalecture se fait aprés 24h et 48h.
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c-Mise en évidence du géne tox par PCR

La PCR permet de détecter conjointement les deux fragments de la toxine
diphtérique.

1- Préparer une culture jeune sur Columbia sans sang des souches de
C.diphteriae a savoir les souches a tester et les souches temoins A99,
ATCC100127

2- Préparerle matériel nécessaire (voir annexe)

3- Dans des tubes Eppendorf numérotés (1,5ml) déposer 100ul d eau
distillee

4- Réaliser des suspensions bactériennes denses en terminant toujours
par la souche tox+

5- Fermer correctement les tubes Eppendorf (risque d'ouverture), les
déposer sur un portoiren mousse

(o)]
[

Mettre au bain-marie bouillant pendant 10 min

~
1

Centrifuger 1min a 3000t/ min

(0]
i

Récupérer le surnageant ; possibilité de le congelera 20°C

©
1

Dans un tube Eppendorf de 1,5ml mélanger 1pl d'olignucléotide? + 1yl
d'oligonucléotide2 + 0,5ul Taq polymerase + gsp 100ul tampon spécial
PCR

10- Répartir 90pl du mélange préparé dans un tube Eppendorfde 0,5ml
11- Rajouter 10ul de I'extraitd'ADN

12- Allumer le thermocycleur
1" chauffage 2 mina 94°C
2°™ chauffage avec 3T différentes 20 sec a 94°C
30 sec a 62°C
30seca72°C

répéter cette étape de 2°™ chauffage 30 fois (ce qui fait environ 2h30)
13- Préparer le gel (voir annexe)

14- Dans un tube Eppendorf 0,5 ml : 10ul de 'ADN amplifie + 1ul de bleu de
bromophénol

15- Déposer 10ul du mélange par puits. Ne pas oublier dincorporer
I'échelle 1Kb

16- Faire migrer dans le sens vers +a 100V et 868 mA pendant4ha1/2h
17- Faire sortirla plaque en gel

18- Lecture sous les UV [possibilité de reporter cette étape de 24h en
gardant le gel a +4°C dans une boite en polystyrene]
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La PCR est une technique simple rapide (moins de 4h) d'interprétation facile,
pouvant étre réalisee directement sur le prélevement, permettant de détecter
le géne tox méme chez certaines souches de C.diphteriae dont I'expression
biologique de la toxine ne se produit pas

d- Immunochromatographie sur bande

Permet de détecter |a toxine diphtérique (spécifiquement le fragment Agrace
a des anticorps poly clonaux d'origine équine) a partir de la culture ou encore
directement du prélévement, avec un seuil de détection d'environ 0.5 ng de
toxine /ml en moins de 10 minutes. Cette technique présente une sensibilité
de 98% et une spécificité de 99%.

C'est un test qualitatif.

6- Diagnostic indirect :

La recherche des anticorps antidiphtériques peut étre réalisée par différentes
techniques :

» testde Shick

= test de neutralisation chez I'animal

= test de neutralisation en culture cellulaire
= hémagglutination passive

» ELISA

= Testde Shick: met en évidence la sensibilité du sujet a la toxine diphtérique,
se fait par injection ID de 0,1ml de toxine diphtérique (soit
1/50°™ de la DMM pour le cobaye) dans 'avant-bras.

Si le taux d'anticorps est compris entre 0,01 et 0,03Ul/ml, la
toxine injectée est neutralisée et la réaction est négative.

Si les anticorps sont absents, la toxine non neutralisée va
provoquer une réaction papuloérythemateuse en 24-48h,
parfois tardive d'ou la nécessité de faire une lecture tardive au
8°-7""jour.

** Un controle est effectue sur le second bras en injectant de I'anatoxine, si on
obtient une réaction positive sur les deux points d'injection, cela indique une
réaction allergique a latoxine.

Avantages : Test peu colteux
Bonne corrélation avec les taux sériques d'anticorps

Inconvénients: Difficulté technique (nécessitant 2 injections, 2 consultations) et
dépend de la sensibilité cutanée individuelle (nouveau-né et jeune
enfant).




Test de neutralisation chez I'animal : réalisé sur la peau rasée d'un lapin ou
d'un cobaye, en injectant différentes dilutions de sérum mélangees a une
guantité connue de toxine. C'estun testlong et cher.

Test de neutralisation en culture cellulaire : sur microplague, difféerentes
dilutions de sérum sont mises en contact avec la toxine, apreés un temps
d'incubation des cellules de type Vero ou Héla sont ajoutees.

S'il y a présence d'anticorps, il se produit une neutralisation de la toxine et |a
multiplication cellulaire se poursuit.

S'ily a absence d'anticorps, la multiplication cellulaire est modifiée

Avantages : Testtres sensible, limite de détection 0,005U1/ml
Reproductible

Nécessite une faible quantité de serum

Inconvénients : Ce test nécessite un personnel expérimenté en culture

cellulaire et un équipement de laboratoire adapte.

Hémagglutination passive : Le sérum décomplémenté et prétraité par le
2mercaptoethanol est mis en contact des globules rouges de mouton, dinde,
cheval ou humains sensibilisés a I'anatoxine diphtérique. En cas de présence
d'antitoxine diphtérique, il se produit une hémagglutination.

Avantages: Ne colte pas cher, rapide, reproductible, sensible, bonne
corrélation avec les tests de neutralisation.

Inconvénients: Tendance a sous-estimer les faibles taux d'anticorps
antidiphtériques.

ELISA : (technique réalisée a I'lPA)

Le test ELISA a été mis au point pour la détection qualitative et quantitative
des anticorps anti-toxine diphtériques de type IgG dans le sérum humain.
Les anticorps recherchés contenus dans le seérum humain forment un
complexe immun avec I'antigéne fixé sur les cupules de la microplaque. Le
conjugué enzymatique se lie ensuite a ce complexe. L'excés de conjugué non
lié est éliminé par lavage. Le substrat de la peroxydase, la
tétraméthylbenzidine (TMB), est ajouté dans chaque puits. En présence de
I'enzyme, le substrat produit une coloration bleu foncée. Cette coloration vire
au jaune quand la solution d'arrét est ajoutée.

** Pour toute manipulation de produits biologiques, il est impératif de se
munir d'une paire de gants etde porter un masque.
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1-Mode opératoire

Latechnique ELISA utilisée est une méthode dont les réactifs sont préts a l'emploi
et commercialisée par différents laboratoires exemple VIROTECH.

1- Faire une dilution des sérums au 1/101 : (10 pl + 1ml) et repartir selon un plan
de plaque bien défini la répartition des échantillons, des standards et des
controles 100 pl de dilution pour le blanc réactif, 100pl de sérum standard,
100ul de sérums positifs fort et faible, ainsi que les sérums de patients dilués.
Une série en double estrecommandée.

2- Couvrirla plaque etincuber 30mn a 37°C.

3- Aprés incubation laver la microplaque 4 fois avec 350 a 400yl de solution de
lavage diluée pour chaque puits. Retourner les plaques sur un papier
absorbant afin d'éliminer la solution résiduelle.

4- Distribuer 100 pl de conjugué dans chaque puits.
5- Couvrirlaplaque etincuber 30mn a 37°C

6- Apres incubation laver la microplaque 4 fois avec 350 a 400 Ml de solution de
lavage diluée pour chaque puits. Retourner les plaques sur un papier
absorbant afin d'éliminer la solution résiduelle.

7- Distribuer 100yl de solution de substrat TMB dans chaque puits (les puits
positifs virent au bleu)

8- Couvrirla plaque etincuber 30mn a 37 °C a I'obscurité.

9- Stopper la réaction avec 50ul de solution d'arrét dans chaque puits. Agiter la
plaque minutieusement afin de bien mélanger le liquide et d'homogénéiser la
coloration jaune.

10- Essuyer le fond de la microplaque soigneusement et mesurer les densités
optiques (DO) a450/620nm. Faire le zéro sur le puits du blanc réactif.

Attention: La lecture doit se faire dans la demi heure qui suit I'arrét de la
réaction.

2- Evaluation et interprétation du test

Une courbe standard est tracée sur du papier semi-logarithmique en utilisant des
serums standard fournis par le laboratoire qui commercialise le Kit ELISA.

Cette courbe permet de déterminer le taux d'anticorps antitoxines diphtériques
dansle sérum.

Les valeurs moyennes des densités optiques sont reportées sur l'ordonnée par
rapport aux concentrations (Ul/ml des standards préts a I'emploi) des sérums
standard en abscisse. Avec ces valeurs la courbe standard sera tracée et reliera
tous les points des DO obtenus des sérums de malades.
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Afin de faciliter I'interprétation des résultats, les valeurs des concentrations des
sérums standard ont été multipliées par 100 vu que les sérums de patients ont été
dilués au 1/100, donc le sérum standard 0.001 Ul/ml devient 0.1 Ul/ml et ainsi de
suite.

La concentration en anticorps sera alors déterminée directement & partir de la
courbe étalon.

NB: Les échantillons ayant une valeur supérieure a 5 Ul/ml doivent étre utilisés
dans une dilution plus forte (dilution 1/200 ou 1/400) pour le test. Dans ce
cas, les valeurs indiquées sur la courbe standard devront étre multipliées
par2ou4.

Exemple de courbe standard pourla détection des IgG de la diphtérie

0,5 9

0.1 0,2 0,6 1 2 5
Concentrations Ulm|

3-Interprétation des résultats

Selon les références scientifiques, une protection immunitaire suffisante peut
étre assurée au-dessus de 0.1 Ul/ml mais ce chiffre n'est qu'une
recommandation.

Le coffret ELISA IgG Diphtérie ne peut pas différencier les valeurs intermédiaires
en dessous de 0.1Ul/ml. Toutefois, il est recommandé d'indiquer que la
concentration est < 0.1 Ul/ml. Dans ce contexte un tableau sur les
recommandations de vaccination (selon PIETSH M) est proposeé.
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Taux des antitoxines diphtérique en Ul/ml | Vaccination recommandée

<0,1 Vaccination basigue immédiate
0,1-1,0 Rappel de vaccination immeédiat

1- 1.",4 Rappel de vaccination aprés 5 ans
1,5-2 Rappel de vaccination apres 7 ans
>2 Rappel de vaccination aprés 10 ans

La détection du niveau des anticorps IgG peut étre une aide décisive pour déterminer
la nécessité d'une vaccination ou vérifier son succes.

Photo n°14 : Modéle d'une plaque ELISA préparée au laboratoire
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»*Résultats d'une étude séroépidemiologique des antitoxines antidiphtériques

Elle a été réalisée sur 1755 sérums au sein du laboratoire de bactériologie
médicale IPA (Pr Rahal) en 2002.

Pour cette étude nous avons pris un échantillon de chaque tranche d'age.

: Titres d’antitoxines en Ul/ml |

Tranche d'dge | e Total |

- | <0, - 014 | 114 | 152 | >2 | |

| 1-5ans | 15 | M7 | 27 | 10 | 34 | 203 |
| 6-10ans | 20 | 106 | 14 | 13 | 38 | 200

“HAsans | 37 | 16 | 10 | 7 | 46 | 216 |

{ { i
bt s s A A A A S

| 16-20ans | 65 | 190 | 33 | 303

| 21-25ans | 54 | 113 | | 21 | 201 |

| 2695ans | 20 | 102 S Rl

| 36-45ans | 16 | 84

N N

oAt arass e i

46-55 ans 16 = 2 s 12 109

s6-65ans | 19 | 81 | 8 | 43 | 128 |

6
5
4 18 129
2
4

6Gansetpus | 19 | 73 | 5 7 | 108

radirsans TS SRS S

Total | 299 ‘ 1050 @ 105 | 59 | 242 | 1755

s passes racerses

Cette étude nous a démontré que la population algérienne semble étre immunisée
contre la diphtérie puisque 83% de la population testée présentent un titre
d'antitoxines diphtériques supérieure a 0,1UlI/ml.
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Résultats des analyses effectuées dans le cadre d'une épidémie de diphtérie en

2004 avec VIROTECH
Titres en Ul/iml
Origine Total
< 0.1 01-1 >2

Tamanrasset 2 5] 4 12 sérums
Djelfa 1 6 8 15 sérums
Externe 0 1 1 2 sérums

Total 3 13 13 29 sérums

Résultats d'une épidémie survenue en 2005-2006 a Adrar et Chelghoum Laid,
technique ELISA réalisée avec des réactifs commercialisés par EUROIMMUN (26).

Titres en Ul/ml
Origine Total
0,01-0,1 0.1-1 1-2 >2
Adrar 11 16 22 4 53 sérums
Chelghoum Laid
(Mila) 3 3 10 4 20 sérums

Nous avons été obligés de changer de réactifs pour les épidémies d'Adrar et de
Chelghoum laid car nous n'avons pas pu nous réapprovisionner en réactifs aupres
de VIROTECH.

Les réactifs commercialisés par EUROIMMUN sont meilleurs car ils sont plus
sensibles et donnent des valeurs en dessous de 0,1 Ul/ml, ce que nous ne pouvions
pas obtenir avec les réactifs Virotech (étude séroépidemiologique des antitoxines
diphtériques).

7- Les margueurs épidémiologiques :
La biotypie :
Le biotype le plus fréqguemment isolé au cours des épidemies qui ont touché

I'Algérie est Corynebacterium diphtheriae mitis et de temps a autre on
retrouve le biotype gravis ; selon les résultats du tableau n°3 .
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Tableau n°3 : Identification des souches isolées durant I'épidémie 1993-1995

Année 1993 1994 1995 Total
Identification
Galerie classique
C.diphtheriae 5 24 29
Api
C.diphtheriae mitis 7 53 11 71
Coryne
C.diphtheriae intermedius 0 0 0 0
C.diphtheriae gravis 0 8 0 8
Total 12 85 11 108

Selon le listing des souches regues a I'lPA entre 1996 et 2005 ;ily aeu:
- 48 souches du biotype mitis
- Une seule souche du biotype gravis

- L'isolement de 4 souches de biotype belfanti: souches isolées chez des
patients non hospitalisés.

Lors de I'épidémie de diphtérie a sévi a Adrar fin 2005 début 2006 : il y a eu
isolement de 3 souches du biotype mitis et d’'une seule souche du biotype gravis.

Dans le monde, au cours de I'épidémie qui a touché les nouveaux eétats
indépendants de I'ex URSS au début des années 1990, les souches
prédominantes étaient de la variété gravis.

Mais Depuis 2000, la plupart des cas de diphtérie déclarés par ces états sont
causés par la variété mitis.

La toxinotypie :

En Algérie, I'étude de la toxinotypie réalisée a concerné 99 souches isolées entre
1993et 2001 a I'lPA.

Tableau n°4 : Etude du pouvoir toxinogéne des souches isolées entre 1993-2001

Elek

PCR

Elek+PCR

C .diphtheriae Tox +

2
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Diagnostic bactériologique et sérologique de la Diphtérie

Les souches qui ont donné un résultat positif en Elek uniquement suggérent la
présence d'arcs non spécifiques.

Les souches qui ont donné un résultat positif en PCR uniquement : ceci pourrait
étre di a l'existence d'un mélange de populations Tox+ et Tox- au sein d'un
méme isolat comme décrit par Simmons et al ou bien la circulation de souches
porteuses de génes silencieux mais d'autres auteurs tel que Pallen et al .
décrivent des réactions faussement positives en PCR (3%).

Compte tenu de limportance du caractére toxinogéne des souches de
Corynebacterium diphtériae surtout pour la prise en charge thérapeutique, il est
important d’adopter une technique rapide tel que la PCR mais il faut alors tester
plusieurs colonies a partir d'un méme isolat unique, en tenant compte du fait qu'il
peut y avoir un mélange de populations tox+ et tox -.

Entre 2003 et 2005, 12 souches de Corynebacterium diphtheriae toutes
toxinogénes ont été identifiées.

L’antibiotypie :
L'étude de la sensibilité des souches isolées durant 'épidémie 1993-1995 a été

réalisée selon la méthode standard de diffusion des disques en milieu gélosé,
suivant les critéres définis par la société frangaise de microbiologie ;

La souche 100721 C.diphtheriae résistante a la Fosfomycine a été utilisée
comme souche de référence.

Tableau n°5 : profil de résistance des souches isolées au cours des années
1993-1994-1995

Marqueurs de résistance 1993 1994 1995 Total
Th-C-Su 12 72 11 95
Th-Su 0 6 0 6
Tb 0 1 C 1
Su 0 6 0 6

TH : Tétracycline, C : Chlcramphénicol, Su : Sulfamides,

Les souches isolées durant cette période étaient sensibles a la pénicilline G, aux

macrolides dont l'érythromycine et également aux

aminosides, quinolones,

glycopeptides, rifamycines, acide fusidique, trimethoprime et cotrimoxazole.

La plupart étaient résistantes aux tétracyclines, chloramphénicol, sulfamides et

fosfomycine.
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4 profils antibiotypes ont été observés selon les données du tableau.

Dans une autre étude effectuée a I''PA, 110 souches de C.diphtériae ont été
récoltées entre 1992 et 2005, ies antibiogrammes réalisés selon les normes CA

SFM(l'antibicgramme &taint non standardisé) permeftent d'observer les résultats
suivants.

Profils de résistance | Tk-C -Su Tb Th-C C-Su Su

C.diphtériae 74 8 19 6 1

On remarque que ce sont toujours les mémes antibiotiques qui sont touches,
avec d'autres profils a savoir ‘

- ThiC
- CSu
- Su

La lysotypie .

Cette technique mise au point pendant les années 1970 en Roumanie est basée
sur la sensibilité de ia bactérie testée  la lyse par une batterie de phages ;

Deux schémas de classification ont pu ainsi éire proposés : Un schéma initial,
utilisant 22 phages et un schema complémentaire avec 33 phages. Malgré le
nombre important de phages utilisés, il existe des souches non typables et
lysorésistantes, la plupart de ces phages dérivent du phage 951L.

Nous disposons de données partieiles concernant les souches Algériennes
isolées durant la période allant de 1993 & 1995 car seulement 39 souches
choisies ont bénéficié de lysotypage en Roumanie.

Tableau n°6 : Lysotypie en Roumanie des souches de i'épidémie 1993-1995

Nombre da
IPA Roumanie Lysotype N
C.diphthériae mitis Intermedius VI 11
C.diphthériae mitis mitis-intermedius Vi 22
Lysorésistante 1
C.diphthériae mitis mitis-intermidius
Non lysotypable 1
C.diphthériae gravis Gravis Lysoresistante 4
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Ribotypage :

Méthode universelle de typage moléculaire de la bactérie basée sur la
détermination du profil de restriction de 'ARN ribosomal.

Les endonuciéases utilisées en standard étaient BstEll (premier choix) et Pvull
(second choix), les ribotypes obtenus avec ces enzymes ont souvent des bandes
communes, ce qui facilite la comparaison.

Il existe actuellement une base de données de tous les ribotypes de
C.diphthériae adoptant une nornenclature standard.

A ce jour, 86 ribotypes distincts obtenus par I'endonucléases BstEll ont été
sélectionnés dans la base de données : A chaque profil de ribotype correspond
une souche de référence possédant un seul nom géographique, produisant un
profil de ribotypes stable et reproductible

Ces souches ont été également soumises au ribotypage automatisé a I'aide du
systéeme de caractérisation microbien RiboPrinter (USA) qui utilise les deux
endonucléases.

Il est alors possible d’identifier et de vérifier de nouveaux clones de C.diphthéiiae
genétiquement définis et des clones existants ayant un potentiel épidémique.

Les souches Algériennes isolées durant la période allant de 1993 & 1995 ont
bénéficié d'un ribotypage ; I'usage de I'endonucléase BstEll a mis en évidence
5 ribotypes (B1a BS) avec une prédominance du ribotype B1 ; le ribotypage des
souches algériennes a été réalisé au niveau de linstitut de bactériologie de
Strasbourg, 5 ribotypes différents ont été identifiés pour les souches de biotype
gravis et 2 pour le biotype mitis.

En Biélorussie, au cours des derniéres années, la majorité des souches
toxinogénes isolées étaient de biotype gravis. Les ribotypes étaient
principalement Saukt-Petersburg, Rossija et lyon.
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VI- PREVENTION
1- Rappel sur 'anatoxine diphtérique :

L’anatoxine diphtérique a été mise au point par Ramon en 1923 en traitant
pendant 4 semaines la toxine diphtérique par du formol a 4% a 40°C.

Actuellement, la détoxification se fait par un traitement avec 0,1-0,2% de
formol & pH = 6-9 a 37°C pendant plusieurs semaines.

L'anatoxine produite est associée a des adjuvants pour maintenir son
antigénicité. Exp:hydroxyde ou phosphate d'alumine, phosphate de Ca,
thiomersal.

Le vaccin titre 30 unités antigéniques internationales/mi

2- Intérét de la vaccination et son déroulement :

Depuis 1977, la vaccination contre {a maladie est devenue obligatoire et ceci
dans le but de I'éradiquer. Pour atteindre cette objectif il fallait qu'une tranche
trés importante de ia population soit immunisée (75%).

L'anatoxine diphtérique existe toujours sous forme associée, souvent avec le
Tétanos d'ol I'abréviation DT.

Le vaccin existe sous 2 formes :
- Forme pédiatrique DT

- Forme adulte Td qui contient 1/10 d’anatoxine diphtérique
contenue dans la forme enfant, elle est destinée aux
enfants agés de 7 ans et plus, adolescents, adultes (une
dose de 0,5ml contient au moins 2Ul d’anatoxine
diphtérique purifiée)

Le vaccin utilisé peut étre de type :
= Double (DT) contre la Diphtérie et Tétanos : Diftavax®, DTVax®

» Triple (DTP) contre la Diphtérie, Tétanos et Poliomyélite
DTPolic®, Vaccin DTP Pasteur®
ou encore (DTCoq) contre la Diphtérie, Tétanos et la Cogueluche:
DTCOQ®

* Quadruple {DTCP) contre la Diphtérie, Tétanos, Coqueluche et
Poliomyélite : DTCP®, TETRACoq®, Infanrix® Polio Enfant,
Tetravac® acellulaire

*  Quintuple (DTCP+ Hi) contre la Diphtérie, Tétanos, Coqueluche,
Poliomyélite et Haemophilus influenzae . Infanrix Polio HIB, Pent-
Hibest® , Pentacoq® , Pentavaq®
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La pratique de l2 vaccination se fait par injection par voie sous-cutanée ou par
voie intramusculaire selon le calendrier vaccinal algérien :

3 injections & 1 mois d'intervalle & partir du 2°™ mois
1“ rappei:  16-18 mois
2°™ rappel : B ans

3°™ rappel :  11-13 ans

4°™ rappel :  16-18 ans
Un rappel est effectué aprés 10 ans, au service militaire, mais aussi pour le
personnel médical sans oublier les convaiescents.

Ce vaccin est le plus anodin, mais de rares effets secondaires sont possibles :
fievre, réactions locales d’hypersensibilité, nodule au point d’injection.
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Coloration

Coloration d’El Vicchio :

Sur le frottis fixé & la chaleur ;

Faire agir le bleu de méthyléne pendant 1 minute;
Laver a l'eau

Recouvrir la lame de lugol;

Chauffer jusgu'a émission de vapeur;

Laver a I'eau et sécher.

Le corps bactérien est coloré en jaune, les granulations sont colorées en bleu

foncé.

Conservation

Se fait soit par :

1- Congélation a -80°C dans du bouillon additionné de 15 % de
glycérol

2- Lyophilisation

3- Gélose profonde a base de Mueller Hinton (meilleure
conservation)

Composition des milieux

Milieu CTA :
Cystéine 59
Pancreatic digest 20g
Na Ci 59
Rouge de phénol 0.017g
Agar 2.5¢
H, O distillee 1000 ml
pH 3
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Milieu MEVAC sans sucre :

Casitone

K,PO,

KCL

Rouge de phénol
Agar

H, O distilice

pH

39

0.3g

59

0.05 g/5 ml

5g
1000 mi

7.8

Milieu pour test d’ELEK

1- Formule utilisée 2 'IPA (emprunté au Laboratoire de Strasbourg)

Solution | (400ml) :

Solution Il (400ml) :

16g protease peptone n° Il

2,4g malicse

0,56m! acide lactigue

400ml H20O distillée

mélanger, chauffer jusqu'a dissolution
ajustera pH7.8

autoclaver, filtrer

12g agar

4g Na Cl

400ml H20 distillée

Mélanger les ingrédients de chaque solution, autoclaver

Mélanger | dans |l avant durcissement de celle-ci, répartir
a raison de 10mi fube

Conserver & +4°C pendant 3-6 mois
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2- Formule Difco KL Virulence Enrichissement {(milieu commercialisé)

Base :

Additif :

Bacto proteose peptone  20g

Na Ci 2,59
Bacto agar 59
A.casaminoique 1g
Glycérol 1mi
Polysorbate 80 Tmi

Mélanger 37,59 de la base dans 11 d’'H20
Autoclaver 15min a 121°C, refroidir a 55°C

Mettre aseptiquement dans une boite de Pétri : 10ml de milieu
et 2ml d'additif

Mélanger par des mouvements de rotation

Milieu de Tinsdale

Proteose peptone n°3 20g
L.cysteine 0,25¢g
NaCl 5g
Thiosulfate de Na 0,43g
Agar 159
H.0 11

Dissoudre la Cysteine dans 10m! HCI 0,1N, ajuster a pH 7,4
Mélanger les ingrédients, porter a ébullition
Autociaver 15 min a 120°C
Ramener a 56°C, ajouter : 10 ml de sérum de cheval

3 mi de tellurite de K 1%
Couler en boite

Milieu de Loeffler (sérum de boeuf coagulé)

Mélanger : 75ml de sérum de boeuf
25ml d'un bouillon nutritif glucosé a 1%
Répartir en tubes stériles a raison de 6 a 8 mi/tube.

Les tubes sont ensuite placés dans un bain marie a 75°C dans une
position inclinée afin d'obtenir une surface importante du milieu.

Retirer les tubes une fois le contenu solidifié.
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Le sérodiagnostic de la Diphteérie
1- Réactifs

KIT ELISA pour la détermination

des

commercialisé par les laboratoires VIROTECH

Kit anti-Diphtherie-toxoid-ELISA (1aG) commercialisé par EUROIMMUN.

Référence El 2040-
-Eau distillée PH7

2- Matériels

1-

Micropipettes muiticanaux de 200yl avec embouts

Tubes de Kahn

Portoirs

Etuve a 37°C

Lecteur ELISA avec imprimante
Laveur pour microplague

Spécial PCR

Matériels nécessaires pour la recherche du géne tox
- Pipettes automatiques

- Coénes bleus. jaunss
- Tubes Eppendorf
- Themocycleur

- Mini cuve a électrophorése

- Centrifugeuse

Réactifs utilisés en PCR

< Solution tampon spécial PCR

Solution Tris 100mM pH 8,2/KCI 500mi
MgCl; 100mM

dNTPs 100mM

BSA 10mg/ml

B mercaptoethanol

H.0

100!
40ui
Tl

ul

qul

gsp imi

un
~J

antitoxines  diphtériques
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)
L0

9,
6t

Solution Tris

TRIZMA base 1M 121,19
800m!
Ajuster le pH a 8,2 avec du HCI
Compléter avec du H,0 jusqu'a 1000ml
Autoclaver 30min a 110°C
Solution MqgCl, (0.1M)
MgCl;, 6 H,O 20,3g
gsp 1000ml
Autoclaver 30 min a 110°C
Solution KCi
KCI 0,5M _ 37,275¢
Solution Tris pH8,2 100ml
gsp 1000mi
Autoclaver a 110°C pendant 30min
dNTPS
Acétate d'ammonium 7,5M oligonucléotides
Acétate d'ammonium 57,89
gsp 100ml

Filtrer sur membrane a 22um

Solution de sérum albumine bovine BSA (10ug/mi)
Mélanger 1g de BSA dans 100ml de PBS

Filtrer sur filtre 0,2um
Stocker a — 20°C

Solution Tris acétique-EDTA [TAE 50X]

Tris-base 240g
A.acétique glacial 57,1ml
EDTA 20g

gsp 1000m!
Autcclaver, diluer au 1/50 pour I'emploi
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< Bleu de dépdt (10x)

Mélanger 100ul solution aqueuse bieu de bromophénol a 1%
100ul EDTA 9,5M pH8
300ul Glycerol 50%

% Solution échelle 1Kb
Méianger 170pi H.0
201 bleu 10x
10p1 écheile 1Kb

“» Préparation du gel a 2%
1g d'agarose
50ml TAE (1ml TAE x50 dans 49ml +20 distillée stériie)
mélanger, chauffer au micro-onde zendant 1min
laisser refroidir, et rajouter 3,5ul BET pour 50ml de gei

mettre en place le peigne pour les puits, couier rapidement le
gel dans la cuve
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Diagnastic bactériologique et sérologique de la Diphtérie

Tests biochimiques de la galerie API Coryne

, Résultats
Tests Réactions Négatif l Positif
NIT Réductions des nitrates NIT 1+ NIT 2 (10mn)
Incolore, Brun trés pale | Brun, Orange
Pyz Fyrazinamidase Pyz (10mn)
Incolore, Brun treés pale, |Brun, Orange
Orange trés pale
Zym A + Zym B
(Pyr A a g NAG) (10mn)
Pyr A Pyrrolidonyl Arylamidase Incolore, Orange péle Orange
PAL Phosphatase Alcaline Incolore, Beige-pourpre | Pourpre
pale, Orange pale
B GUR Béta Glucuronidase Incolore, Gris péle, Beige | Bleu
pale
B Gal Beéta Galactosidase Incolore, Beige- pourpre | Pourpre
ale
o Giu Alpha Glucosidase Incolore, Beige-pourpre | Pourpre
péle, vert pale
B Nag N-acetyl, p Glucosaminidase |Incolore, Beige pourpre | Brun
pale, brun pale, gris pale
ESC Esculine (B- Glucosidase) Incolore, gris Noir
Urease Jaune, orange Rouge, rose
1 URE
Gélatine (hydrolyse) Pas de diffusion de Diffusion de
2 GEL pigment pigment noir
Contrdle (fermentation)
3 0 Glucese
Ribose
3.1 Glu Xylose
i Rouge Jaune
22 Rib 3.3  Mannitol Orange Jaune — orangé
Xyl i Maitose
Ayl Lactose
% Saccharose
L.__a_c_: Glycogene
Sac
Glyg
Catalase (test Esc ou Gel) H20 3% (1min)
4 Cata
Absence Présence de
builes
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Conduite a tenir devant un cas de diphtérie (tiré du BEH 23/98)

(Cas suspent

v

—b

=3 isolement strit Jusqu a négativation de 2 cultures 4 24 heures dintervalle
=) prélévement au niveau des différentes localisations et analyses des souches
" (biotpage, torigénicie, ribotypage)

Déclaration aus autorkés sanitaires
(DDASS :» RK3P,DGS)

#» administration d'antitoxine (o1, sérothérapie)
=3 Vagcination 32 phase de convalescence

v

[len!iﬁcation de sujets contacts § ] —

Aucun

—p | Amétdes investiqations

o et

4
Suveilanca & latecherche de  Cutwe dlasecherche  Antbioprophylatie Yacenation en fanstian
signes de diphtérie durant de C. diphtéria du statut vzccinal
1 semaine
positive négative (3dosesou 3doses
inconny
=Flechercher s cas contasts At i dose puis shéma ! dose dg !appel sifa
«Contrdle de la culture cultures vacoinalclassiue  demiere injection date de
aprés traitement pius de 12 mois
$ les sujets sont définis comme:  => Persomnes vivant au domicile

2> 3MiS ou visites fraquentes au domicile

=3 felations intimes

=5 sujets tavallant dans laméme piéce

=» personniel de santé exposs aus séorélions oropharyngées

=» Lanspoit (voyage de plusiewrs heuses) : passagers ocoupant les places voisines
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Diagnostic bactériologique et sérologique de la Diphtérie

LIQUE ALGERIENNE DEMOCRATIQUE EY POPULm

STERE DE LA SANTE, DE LA POPULATION ET DE
LA REFORME HOSPITALIERE '

iy
N°.ﬂ.i‘%§PRWMIN 13 FEB %

DIRECTION DE LA PREVENTION

SOUS- DIRECTION SANTE MERE ET ENFANT

CIRCULAIRE MINISTERIELLE N°  MPSRE/DP/SME DU
------- DESTINATAIRES- '
‘ - MESSIEURS LES WALIS POUR INFORMATION
- MADAME ET MESSIEURS LES DSP POUR EXECUTION
- MESDAMMES ET MESSYEURS LES DG DES CHU POUR EXECUTION
\ - MESSIEURS LES DG DES EHS POUR EXECUTION
. MESSIEURS LES DIRECTEURS DES SECTEURS  POUR EXECUTION
SANITAIRES

OBJET : Fiche technique relative 4 la conduite & tenir devant un cas de
suspect de Diphtérie. ;

" 1’ Algérie, aprés un répit, a-connu une réapparition de la diphtérie sous
forme de flambées épidémiques durant 'année 1993 (563 cas et 31 déces).
Deux importantes épidémies ont ensuite été enregistrées en 1996 (107 cas) et
en 1997 (30 cas) touchant la presque totalité des Wilaya.

Les cas notifiés en 2003 (Tiaret 07 cas), en 2004 (Tamanrasset 08 cas) et en
2005 (Mila 04 cas et Adrar 03 cas) ont touché des populations nomades.Ce
phénoméne est du a des causes muitiples notamment les mouvements de
populations & travers les fronti¢res du sud du pays, I'insuffisance de la
couverture vaccinale et la faible protection immunitaire au sein de ces
populations. Si le dispositif mis en place a permis de maitriser I'épidémie, il
n’en demeure pas moins que 1’Algérie n’est pas & I’abri de 'apparition de
nouveaux foyers épidémiques.

11 apparait donc clairement qu'une couverture vaccinale doit étre maintenue
constamment au niveau le plus élevé possible pour toutes les vaccinations
obligatoires.
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Cette présente circulaire actualisée rappelle les modalités pratiques de la
conduite A tenir devant un cas suspect de Diphtérie décrites dans la Circulaire
Ministérielle N°755 MSP/DP/SDPG du 31 Octobre 1994.

Dans le cadre du renforcement de la surveillance et de I’amélioration de
la prise en charge des cas, j’accorde la plus haute impoertance a la large
diffusion et & 'application de cette circulaire & l'ensemble du personnel de
santé A tous les niveaux.

. DIRECTEUR DE LA PREVENTION




Diagnostic bactériologique et sérologique de la Diphtérie

I- CIRCONSTANCES DU DIAGNOSTIC (cf AN’NEXE N°I RAPPEL
CLINIQUE) : ' :

I1 est indispensable de faire un diagnostic précoce de la maladie qui dozt
étre évoquée :

- systématzquement devant une angine & fausses membranes,

- devant toyte angine et toute laryngite chez un sujet mal ou pas vacciné
contre la diphtérie, survenant dans un contexte épidémique ou
sporadique,

- devant toute angine s’accompagnant de signes évocateurs :
asthénie, péleur, fidvre ne dépassant pas 38°5 et tachycardie,

T

La notion d’une vaccination antidiphtérique ne doit pas faire éliminer le
diagnostic de la diphtérie.

Ii- MESURES A PRENDRE D'URGENCE DEVANT UN CAS SUSPECT DE
DIPHTERIE

-1 IL FAUT IMMEDYATEMENT ¢

1. hospitaliser et isoler le cas, repos strict au lit et surveillance clinique

2. pratiquer un préldvement de gorge (annexes ‘N° I et II diagnostic
bacténokogxque) avant tout traitement pour identifier le germe,

3. prescrire la sérothérapie (Sérum antidiphtérique SAD) pour neutraliser

- la toxine circulante, et ’antibiothérapie pour détruire le germe (cf
chapitre mesures thérapeutiques)

4. déclarer obligatoirement la maladie selon les modalités de notification
des Maladies & Déclaration Obligatoires (Arrété n® 179/MS/CAB du 17
Novembre 1990 fixent la liste des maladies a déciaratmn obligatoire et
les modalités de notification ) .

5. vaccination a l'issue de la guérison.

[I-2- MESURES THERAPEUTIQUES :

Le traitement curatif a pour but de neutraliser la toxine circulante (par
la sérothérapie), de détruire le germe (par l'antibiothérapie) et de prévenir la
survenue de complications.

I doit étre institué en urgenc
examen bactériologique.

dre doute et avant le résultat de
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II-2-1 - Sérothérapie
Le sérum antidiphtérigue (SAD) est administré selon la méthode de
BESREDKA (pour éviter le choc anaphylactique) qui consiste & injecter en
sous cutané 0,1 ml de SAD, puis 0,25 m! 15 minutes aprés, et si aucune
réaction ne se produit pendant 15 minutes on injecte alors la moitié de la dose
restante en sous cutanée (S/c) et 'autre moitié en Intra Musculaire (IM).

-La posologie est fonction du poids du malade et de la gravité de la
maladie. Elle est :

- Chez I'enfant de 2000 & 5000 Ul/kg  soit 20 000 & 40 000 UI en dose
totale ‘

- Chez I’adulte de 40 000 & 60 600 UX sans dépasser 120 000 Ul
H-Z-i - L’antibiothérapie
Elle fait eppel 4 :
En premiére intention 4 la Pénicilline G:

- Chez I'enfant & raison de 100 000 Ul/kg/j en 2 injections IM pendant 10
jours,

- Chéz 'adulte & raisor. de 2 rillions d’unités par jour ‘en 2 injections
IM pendant 1C jours.

Ea <as d’allergie a la Pénicilline, & I’Eiythromyeine:
- Chez I'enfant a raison de 50 mg/kg/j en 04 prises pendant 10 jours
-~ Chez l'adulte & raison de 2g/j “en 02 prises i)endant 10 jours
II-2-3 - Le repos strict au lit
Il est indispensable, du fait du risq,ue potentiel non négligeable de

myocardite et de mort subite. Se durée est de 21 jours dans 'angine
diphtérique commune. Ii sera prolongé dans les formes compliguées.
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Diagnostic bactériologique et sérologique de la Diphtérie

Ii-2-4 - Vaccination (anatoxine diphtérique)

A l'issue de la guérison, le malade devra étre vacciné contre la diphtérie
quel que soit son état vaccinal antérieur car la maladie n’est pas
immunisante. Il recevra a cet effet, une primo vaccination de 3 doses de DT
enfant ou dT adulte 4 un mois d'intervalle et un rappel un an aprés.

I1-2-5 - Traitement des coraplications

En cas de croup (laryngite diphtérique) il faudra associer des
corticofdes en IV ou en IM (Hémisuccinate d’hydrocortisone ou
Dexamétasone). En cas d’aggravation ou de non amélioration aprés quelques
heures (06 heures) le transfert en réanimation pour intubation ou trachéotoxme
S unpose

En cas de myocardite ou de paralysies (vélopalatine ou respiratoire) le
traitement devra étre conduit en miilieu spécialisé. Il faut procéder 4 I’ a:rét de
toute alimentation orale en cas de paralysxe vélopalatine.

Il - MESURES PROPHYLACTIQUES DES SUJETS CONTACTS

Autour du cas suspect il faut:

Entreprendre une enquéte épidémiologique qui vise a la rechetche de
nouveaux cas et & limiter la propagation de la maladie. Il est nécessaire
de pratiquer, chez les sujets contacts, un-prélévement de gorge en vue
de dépister les porteurs sains.

- Administrer systématiquement I'antibioprophylaxie aux sujets
contacts:

e Benzathine Pénicilline (Extencilline):
- pour les enfants 4gés de moins de 6 ans: 600 600 UX en IM
- pour les sujets dgés de plus de 6 ans: 1 200 000 UI en une seule

injection IM, ou érythromycine 4 raison de 50 mg/kg/j pendant 10 jours
en cas d’allergie & la pénicilline
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vaccinerles sujets contacts selon leur statut vaccinal:

o cheg les sujets contacts non vaccinés procéder a la vaccination
immédiate : administration d’une dose vaccinale, plus 2 doses a 1
mois d'intervaile et 1 dose de rappel 1 an aprés, Le Sérum Anti
Diphtérique (SAD) est adrninistré & raison de 1000 Ul

o cheg les sujets contacis vaccinés depuis plus d’un an et moins
de 5 ans, administrer 1 dose de rappel,

o chez les sujets comtacts vaccinés depuis moins d’un an, la
sérothérapie et la vaccination sont inutiles.
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13 FEB woui
o gd wsvnmnﬂ
ANNEXE N°X

FICHE TECHNIQUE

RAPPEL CLINIQUE DE LA DIPHTERIE

1- UANGINE DIPHTERIQUE COMMUNE

Phage de début

- le début est en régle insidieux marqué par:

un malaise général avec asthénie, anorexie, courbatures,

un fébricule & 38-38,5°,

la dysphagie est discréte

avec abattement et péleur

I’examen local découvre parfois une simple -“angine
érythémateuse et une amygdale augmentée de volume, mais trés
souvent il montre un enduit blanchétre semblable & du blanc
d’ceuf siégeant sur ’amygdale réalisant la pellicule de
BRETONNEAU, Cet enduit pultacé est facilement détachable,
mais il a tendance & devenir bilatéral.

Cet aspect doit faire évoquer le diagnostic de diphtérie méme

chez le sujet vaccing, il exige la pratique immédiate d'un prélévement
de gorge, et I’administration du sérum antiphtérique.

A ce stade, le traitement entraine la' guérison rapide et sans

complications sinon en 24 4 48 h se constitue le tableau caractéristique
- de la phase d’état.

Phase d'état :

C’est en 1égle a ce stade qu’est vu le malade et le diagnostic

devient évident :
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les signes généraux persistent: abattement et péleur intense,
température & 38-38,5°, tachycardie (plus importante que celle
causée par ia température), oligurie discréte.

L’examen de is gorge montre les fausses membranes
caractéristiques, elles réalisent un enduit brillant blanc- nacré peu
épais, lisse au début puis irrégulier et grisitre. Elles sont cernées
par un liseré rouge, non oedématié et non hémorragique. En
vieillissant elles deviennent jaunAtres.

Les fausses membranes sont adhérentes zu tissu sous jacent

dugquel on peut cependant les arracher en bloc, elles sont cohérentes,
non dissocigbles dans I’eau, extensives et en régle bilatérales, elles
envahissant rapidement |'autre amygdale, le voile du palais, le pharynx
et la luette qu’elles engainent en doigt de gant. Elles se reproduisent
rapidement en quelques jours aprés leur arrachement. Enfin élles sont
riches en bacilles diphtériques (d'ou I'intérét de leur mise en cultures
avant toute antibiothérapie pour confirmation du diagnostic),

les signes locorégionaux sont peu intenses : coryza avec jetage
séreux ou mucco purulent souvent unilatéral, des adénopathies
bilatérales rétro et sous maxillaires, fermes, mobiles sensibles,
sans péri adénite.

o AU TOTAL : le dlaghostlc est cliniquémeni évident, et peut

Evolution :

étre étayé par une notion d'épidémie ou de contage : il est
confirmé par I'examen bactérioiogique systématique, dont on
n’attend pas les résultats pour isoler le malade, Je traiter en
urgence, ¢t examiner P'entourage. Un pronostic favorabie
peut étre porté sur I’absence de signes locaux et généraux de
malignité.

Sous I’effet du traitement précoce 1’évolution est bénigne.

En quelques heures les fausses membranes cessent de s'étendre, pour se
décoller par leurs bords et tomber en 2-5 jours, la gorge est nettoyée.
La péleur, ’asthénie persistent encore plusieurs jours.

La convalescence dure 15 jours, elle est parfois grevée

d’éventuelles complications dont la survenue est toujours possible jusqu'a 90

jours aprés le début de ’angine.
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En I’absence de traitement ou en cas de traitement tardif ou insuffisant :
survenue de complications (extension au larynx surtout myocardite passage
exceptionnel 4 !’angine maligne et déces toujours possible.

2- FORMES SYMPTOMATIQUES :

- Angine bénigne : forme fruste
s angine purement érythémateuse
e leur diagnostic est essentiellement bactériologique

- Formes pseudo phlegmoneuses :

Caractérisées par un oedéme et une tuméfaction du pilier antérieur
d’'une amygdale, qui se couvre de fausses membranes. Le trismus est
habituellement absent 1’évolution précoce évite I’issue fatale mais souvent au
prix de paralysies tardives.

3. FORMES SELON LE TERRAIN :

1) Chez le Nourvisson:

La diphtérie n’est pas rare chez le nourrisson. La localisation nasale ou
adénoidienne est habituelle, mais on peut observer une angine a fausses
membranes volontiers compliquée de croup

2) Chezle sujet Vacciné :

La diphtérie n’est pas rare, elle est habituellement bénigne et non
compliquée. Cependant méconnue, elle peut se compliquer.

4- FORMES COMPLIQUEES

4«1 LE CROUP OU LARYNGITE DIPHTERIQUE :

Il s’observe, essentiellement & I'4ge de 2 & 6 ans, il peut étre primitif,
mais

survient le plus souvent au cours de I’extension locale d'une angme

diphtérique. Il évolue en 3 phases successives:




o Phase dvsphonique marquée par :
- Toux rauque, voix rauque
- Toux rauque voix éteinte
- Toux éteinte voix éteinte
- Signes généraux toxiques discrets
- Coryza discret

Le diagnostic repose sur :

- la laryngoscopie, montrant les FM
- le prélévement pharyngé et laryngé dont on n’attendra pas les
résultats pour traiter le malade

e Phase dyspnéiqus @ (24-48 h) caractérisée par :

Une dyspnée laryngée évoluant d’abord par accés puis par grands
accés entre lesquejs s’instaure une dyspnée permanente. C’est
une bradypnée inspiratoire avec un cornage et un tirage sus et
sous sternal.

e Phase asphyxique : elle conduit & la mort.

42 LA MYOCARDITE :

C’est une complication majeure tant par sa fréquence que par sa gravité,
elle débute généralement de fagon précoce avant le 5 éme jour mais surtout
entre le Séme — 10éme jour, parfois au-dela de la 3éme semaine. Les signes
cliniques sont inconstants : tachycardie ou bradycardie, assourdissement des
bruits du cceur ou bruit de galop, tableau d’asystolie aigue, I'E.C.G confirme
la myocardite en mettant en évidence des ancmalies trés souvent sans
traduction clinique.

- Trouble du rythme: (tachycardie sinusale, trouble de 1la
conduction auriculo ventriculaire, rarement l'allongement isolé du PR,
trouble de la repolarisation ou inversion de I'onde T dénivellation ST).

- Elle est imprévisible dans son évolution : elle est mortelle (dans 50%
des cas ) peut laisser des séquelles électriques.

4=3 PABALYSIES DIPHTERIQUES :

Elles peuvent s’observer jusqu’au 90éme jour aprés le début de la
maladie dans un ordre chromologique : paralysie vélo palatine, paralysie
de ’accommodation, paralysie des muscies du larynx et paralysie des
membres. Elle sont précoces ou tardives partielles ou généralisées.
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I°) paralysie vélo platine : C’est la plus fréquente et la plus précoce

Elle est évoquée sur la constatation de troubles de la phonation et de la
déglutition. Le nasonnement de la voix, le reflux par le nez des liquides
ingérés avec risques de fausses routes alimentaires ou salivaires. Isolée elle
évolue favorablement

2°) paralysie de I’'accommodation .

Elle accompagne presque toujours la paralysie vélo platine. Elle se
traduit par une géne 2 la vision rapprochée (pseudo presbytie) alors que la
vision de loin est correcte. Elle guérit sans séquelles au bout de 10 & 15 jours.

3°) paralysie des muscles du larynx ou pharynx :

Elle se caractérise par une voix rauque et surtout des troubles de la
déglutition. Parfois sont observés des accés de dyspnée ; sa gravité tient 4 la
survenue de la broncho- pneumopathie d’inhalation.

4°) paralysie extensive des muscles respiratoires :

Elle intéresse les muscles du cou, les intercostaux les muscles
abdominaux et le diaphragme. Leur évolution est émaillée d’une forte
mortalité de plus de 80% par détresse respiratoire en |’absence d’assistance
respiratoire,

5) pardalysie des membres: réalise le tableau d'une polynévrite
sensitivomotrice et s’accompagne d’une dissociation albumino- cytologique
du LCR

4+ 4 L'ANGINE DIPHTERIQUE MALIGNE

Elle est rarement primitive : le plus souvent sur terrain sous jacent, elle
complique une angine commune qui a évolué depuis 2 & 4 jours, elle est
caractérisée par ;

» une fievre a 39° 4 40°
Un état général profondément altéré d’embiée
Une obnubilation, une prostration, ou une adynamie
Une péleur du visage
Une tachycardie avec tendance a ’hypotention.
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Les signes de malignité locorégionale sont :

1

* bouche entrouverte laissant s’écouler Une salive fétide, jetage
séro- sanglant bilatéral,

* cou volumineux proconsulaire déformé par des adénopathies
avec périadénite,

o ['examen dx la gorge confirme le diagnostic :
les fausses membranes tapissent en une seule nappe tout fe
pharynx et peuvent atteindre la face interne des joues; elles
forment un enduit épais et irrégulier d’odewr fétide, de couleur
gris verditre ou noirdtre du fait d’hémorragies. Elles sont
particuligrement adhérentes 4 la muqueuse sous jacente et leur
arrachage laisse une ulcération sanguinolente. Elles sont
cohérentes et remarquablement extensives. La mugueuse
pharyngeée est trés oedématide.

e ia dysphonie et la dysphagie sont importantes.

Les signes viscéraux :

* Signes cardiaques: assourdissemment des bruits du cceur avec
tachycardie et hypotension _

s Signes rénaux: oligurie, albuminurie quasi constante,
hyperazotémie,

e Signes hémorragiques : gingivorragies, épistaxis et hématurie

Evolution:

o Parfois la mort apparait en quelques jours soit du fait de
Pextensior des fausses membranes 4 la tranchée av larynx et aux
bronches, I'issue fatale survenant par asphyxie.

e Le plus souvent I'évolution se prolonge :

Immédiatement, il ya rétrocession des signes locaux sous
Uinfluence du traitement, les fausses membranes tombent ep
4-8 jours, les adénopathies régressent plus lentement.
Par contre les signes généraux et viscéraux toxiques persistent.

Secondairement, tantGt la mort survient dans un tableau de syndrome
secondaire de la diphtérie maligne, tantdt elle rejoint celle de I’angine grave
traitée.
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4- 3 L’'ATTEINTE RENALE :

Une oligurie et une protéinurie modérées accompagnent quelques fois
une angine commune, ¢t régressent sans séquelles.

Mais une oligo-anurie, une hématurie, une hyperazotémie, une
protéinurie massive prolongée signent une néphrite qui traduit une
imprégnation toxique importante. Elle se voit le plus souvent dans les angines
malignes.

3- AUTRES FORMES CLINIQUES :

Le coryza pseudo membraneux ou rhinite diphtérique :
Fréquent chez les nourrissons et I’enfant de 2 4 6 ans mais rare chez |’adulte.
Cette diphtérie nasale accompagne une angine diphtérique dans environ 60%
en zone d’endémie.

L’adénoidite diphtérique : quasi constante dans la diphtérie pharyngée,
elle peut étre isolée, et se traduit par un tableau d’adénoidite banale, dont la
nature diphtérique n’est révélée que par la rhinoscopie postérieure et le
prélévement. Le traitement assure la guérison s’il est précoce sinon on peut
observer la survenue d’un syndrome malin d’un croup ou de paralysie.

Diphtérie cutanée retrouvée dans les pays tropicaux : rare, elle apparait
au niveau des lésions cutanées préexistantes. Dans les cas typiques, la lésion
cutanée devient douloureuse laissant s’écouler une sérosité jaunétre, puis
prend I'aspect d’un ulcére surélevé et dur, entouré d’une zone inflammatoire.

La conjonctivite diphtérique : elle s’observe surtout chez le NRS et
succéde d’ordinaire & une diphtérie nasale propagée par le canal lacrymal.




DIAGNOSTIC BACTERIOLDGIOUE DE LA PIPHTERIE

- La diphtérie est une infectior grave due & CORYNEBACTERIUM DIPHTERIAE.

- Coryriebactérium diphtériae est un bacille & Gram positif, fragile,
ayant des exigences nutritives (milieux de culture enrichis de sang ou

de sérum).

- Le diagnostic de la diphtérie repose sur !
* L'isolement et l'identification bactériologique du germe.
* La mise en évidence de |2 sécréticn d'une toxine.

I- MOPDALITES DE PRELEVEMERT

i -1 Sites de prélévement :

- Voies aériennes supérieures en cas d'angine pssudomembraneuse.
- Lésions cutanéo-muqueuses en cas de localisation atypique.

I -2 Matériel nécessairs :

- Ecouvillons
- Tubes de milieu de Loé&ffler (milieu de sérum de bosuf coagulé)

- Etuve a 35°C

I- 3 Modalités techniques :

- A l'aide d'écouvillons, faire un prélévement de gorge, en soulevant si
possible un fragment de fausses membranes (2 écouviilons par malade).
- Chez le nourrisscn, faire un prélévement nasal.

- Pour les longues distances, ensemencer directement 2 tubes de Loéffler
au lit du malade (ensemencemerit en stries serrées).

- Indiquer sur chaque tube le n° d'enregistrement, nom, prénom du malade
et la date de prélévement.
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* demande de recherche de Corynebacterium diphteriae,
* fiche de renseignements indiquant le n° d'enregistrement,

le nom, prénom, age, nature du prélévement, signes cliniques,
statut vaccinal

* la date du prélévement.

- Acheminer le plus rapidement possible le préiévement au laboratoire.

A défaut, déposer le tube légérement dévissé dans une étuve a 35°C,
pendant 18 a 24 H.

Ii- DIAGNOSTIC BACTERIOLOGIQUE DE LA DIPHTERIE
CONDUITE A TENIR AU LABORATOIRE

1- Examen microscopique - Isolement sur milieu enrichi

- Manipuler les prélévements avec précaution pour éviter toute
contamination .

Gram: Corynebacterium diphteriae (C.d) se
présente sous forme de fins bacilles & Gram
positif avec une disposition caractéristique
(palissades, lettre d'aiphabet)

Ecouvillons

\ Isolement sur milieu enrichi : Milieu
Loséffler, bouchon Iégérement dévissé, pendant
18 a 24h, a 35°C C.d donne des colonies
crémeuses en taches de bougie.

2- Isol r mi sélectif : Milieu Tinsdale

- A partir des tubes de Loéffler (ceux ayant servi de milieu de
transport, ou ceux ensemencés au laboratoire), faire un isolement
sur milieu Tinsdale (milieu au Tellurite de potassium Thiosulfate de
sodium, Cystine, Sérum de cheval).- Aprés incubation a 35°C
pendant 48 H, C.d donne des colonies noires entourées d'un halo
brun.
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3 - Enrichissement et purification de ia culture
- Repiquer les colonies noires avec halo brun (bacilies 4 Gram positif &

'examen

;rgcroscopique) sur gélose au sang cuit (GSC ou gélose chocolat). Aprés
a24h

d'incubation & 35°C, D.d donne des colonies légérement grisatres en téte
d'épingle

4 - ldentification biochimique et diagnostic d'espéce

- A partir d'une culture pure, faire une suspension laiteuse (6 MAC
FARLAND) st effectuer la galerie d'identification suivante :

* Gram
* Recherche de la catalase

« Recherche de la nitrate réductase (10 gouttes de suspension)

« Recherche de l'uréase sur milieu de Christensen (erisemencement en
stries serrées de la partie supérisure de la géiose, le culot servant de
témoin).

» Recherche de lindcle, sur eau peptonée exempte d'indole (10 gouttes
de suspension)

+ Recherche de la gélatinase (un film de gélatine dans 1 mi de
suspension bactérienne)

» Etude de la fermentation des sucres

Elle se fait sur milieu CTA (Cystine Trypticase Agar) ou sur milieu
MEVAG sans sucre,additionné de 10 % de sérum de cheval et de 1 %
d'hydrate de carbone ajouté stérilement.

Les sucres étudiés sont : le giucose, le maltose, le saccharose et le
glycogéne
Inoculer en piqdre la partie supérieure du milieu d'étude de ces sucres.

78



Diagnostic bactériologique et sérologique de la Diphtérie

>- Etude de la sensibilité aux antibiotiques
- Milieu utilisé : Mueller Hinton
- Inoculum : 0,5 Mac Farland.
- Antibioti testés : -
*Pénicilline / Ampicilline /Erythromycine

ATTENTION | RAPPEL : ATTENTION ON NE PEUT FAIRE UN
DIAGNOSTIC BACTERIOLOGIQUE DE DIPHTERIE sur la
visualisation de bacilles & Gram positif corynéformes a 'examen
microscopique aprés coloration de Gram d'un prélévement de gorge
(il existe de nombreuses corynébactéries non pathogénes)

ON NE PEUT FAIRE UN DIAGNOSTIC BACTERIOLOGIQUE DE
DIPHTERIE sur I'unique existence d'une culture bactérienne en
milieu de Loéffler ( ce milieu n'est pas sélectif et de nombreuses
bactéries y poussent).

ATTENTION : D'autres germes peuvent pousser sur milieu
Tinsdale et donner des colonies noires :

* Cocci a2 Gram positif : Staphylocoques, Streptocoques .

* Bacillesa Gram positif : Corynébactéries saprophytes.
* Levures.

IMPORTANT: Faire un Gram & partir de toute culture sur milieu Tinsdale.

REMARQUE : A défaut de milieu Tinsdale, il est possible d'utiliser un
milieu gélose au sang avec ou sans inhibiteurs.

Refaire un préldvement de contrdle au bout de sept jours
d’hospitalisation. Procéder de la méme maniére que pour le prélévement
au 1% jour d'hospitalisation.
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Il - DIAGNOSTIC SERDLOGIQUE
1-Préidvements:
Deux prélévements doivent étre effectués sur tube sac et stérile
-Le premier au jour jO : 5 mi de sang total
- Le deuxidme prélévement au jour j15 : 5mi de sang total
2- Analyse :

Les prélévements doivent &tre acheminés & l'Institut Pasteur d’Alger,
laboratoire de bactériologie médicale ol s'effectuera I'analyse.

Les fiches de renseignements doivent &tre conscieusement remplies
afin d'interpréter les résultats (précisez les dates des vaccinations et
dates des rappels).

e 3 bt g Bl 2y

o

80



Diagnostic bactériologique et sérologique de la Diphtérie

,-ﬁ%u_,.u_,]c.a ‘..\R:UJ;.L‘HJMQ&“.ML“_,Q::MA

P b V1 A b il 24l Y ARSI 30 al Aian 3y Ay pally Ralid) a8 slag
e Ca YD gl e 3aL

;MM
: Sl 34
e g cdla gl 3 (02) Gtk 34 Gaay
C Al ol e Jla S s 0 palt e I -
o JaSD adll e Cha 5 (15) e Qualadl gl 8 400 dialt

: s Jalladli . 2
P O el LS e a1 SRy sy dgaa o) 83 gl byl o 5 o oo
oAl

@W@l;w)wﬂmchwamxubwﬂ\w
(B3l g 54 peilill

81




B Qandhuil g dlgad gl @RS — 4
el Llao Al (DY S 6 ) Cabadt 4y Blaa 2 oy ¢ sdme Zed ) 5 daney (B sle O -
P Al

cploall e

. ¢ SYUSH e dadl e

(Bl el 10) £l il Al e Sl @

Gt ostad o Sall AlSapl S0 i o S i pany ) i S dmy B Sl e Ciadl @
: (IS el Ty 56l ad
¢ Blaal a2l 10 ) S5y e AA Dt ela o ¢ Ja) e i
C(GASD Gadl o dla ] el e i) LB Ge Gl
ol S padddad e

On %10 4 il ¢ S 033 Ge MEVAG oy b o 2l 0850 50 Ot S Janay b 65
il 3 5 e Ll g SH e %1 g Gland Jeas

SRl ¢ Sl ¢ Al o (598 plB Y el S o8 Guypsell il S gl gl
S o) Ayl dana g e g el o dadt Aliall (9 il
.935 Aaelu 24 G 18 (e palfl Gumay *Hx

: Ay guadt Clildaall Lpibadt Al 0 — §

COsiia g s Jandicaad) Joa ol -

‘ .\.N_)‘J\ﬂh(),s:bm-
 Otesn Y ¢ Oalaalll ¢ Ot 3 A el 4y gl Sl dldaall -

oandll S al padl dplad Clamall A3y e WAL (g Sy il Bl e Ofey Y 1 SN 1 lia
A ae it Saae Sl ollia ) o giladt e Rl il 00 g el

A ) M dang s i ) ey dsay el o dais UR g 50 Caghdl 81 ja) Sy Y
(A b IS e el g LISl daus gl 134

S PPWIC TP WL TN (905 M SN DL D [ERC LT SOPSS o
¢ Clgaiall g g giiadl 1 ol el Aplay) Ul gSa
BB RG ; pAD Atad iums *
. ).I = *

c Qs Jauny Q2 g 55 JS Gl i 1 300 1 plb

82



Diagnostic bactériologique et serologique de la Diphtérie

gl 330 gy Awd 5 A g o sl i o) gl S e Sy

R VBN RPN B PV + 5 P
¢ AdUal N gl e ol Ll @
il oYl ¢ Al dal dagle ¢ ¢ oualle pule Q¢ Jipudl o) and il glaall Aillay @
¢ el A, ¢ Apalaalt
Al Wl e

il Y s Loyl AL Al Q-

Aol 24 18 50l © 35 Lanall (A D Blha o ! aain gy cctlll 33 o

QAL (¢ sl apdudal) / Ll
siall A AS L) ol ol o gl
b gdiall Jangll (b il (g sganall il —

,GJ&"’;@J@J&E;\,';LJCMUM‘-

ol Aplad Gagh ) Cilume JS3 8 28U 4 ()9S5 2 ) el
(G il ala cadl s

4&9—!24‘_’1118&:- )\gl!uh.na.)!.m‘)!d.huJ c.\m.h..a)vid)l.n
&M\léyqﬂcu!\ g.\Juhk)&u M‘L&]‘M.\.:)S\t°35..:

Pl daan g el daau gl (B Sl - 2
pi ¢ (ol A s ) Al el ,Mgl.cqnmwﬂwu‘yt))mg_wumu-
(Ol o a2y 80 b g o gl gt <y ) o5 (e dans g ) Daeai daiay 8 J e

A A L dagat o1 g alids giusa et A8UAY 4500 5 ¢ Aol 48 5341 © 35 AUl amy -

Po gl 9 g g agdi—3

ol 2 b (gaaly paaill sul ol adl Al Clgeae ) At Al i gl lids flanadl g ) Slay -
Gl A Jadt clids fs Jaad ¢ © 354 Al e delu 24 18 an oy atedl 4l G
o ol 5SS g g eyl mms gala

83



e e ey 5 U 4 A Y Al G eand sW el capeay 3 3UaD
M*ﬁlﬂ&d}uﬁuymUh:ﬂ‘eqtlm\ﬂ‘&?bﬂf},@uwc)ﬂ
L L ey Bala s 8 S5 08l 55 iall

e iy 3 Gl Bual Salad A gag 5 mada sl 5 el ady ;L AUSY aa
 Lgnal BL1EY

FHAL (o RS Lagdllil)

AN 450 4 ol ok (ya ye (SIS -
Py e g ey ol Y Aay 522 ¢ o)A Al i ks ¢
(e

D e GUAN ayals STy -
¢ p il g S Gadlil g J el *
o Ol 3 G Bheill #

s il 3] clgdus - Y
sCilinl) 3 adalga ] — 1

S oLy O ol colgdll e 2 glall 0 el el
i Y s 0 Ala G Agdalae Ll - g e

sy gnall i g 2 — 1
¢ Silavalal -
(S ok e dan g ) il Jas g gl -

L35 2 ddina -

: A0 igdysd -3 - 1

(02 ) Climuda) sSal 13) 408 dp5el Oa oo &1 aa agilall e Ae 3AY Claul Jeadud -
(DB S

¢l e A 3l ¢ pgaia N Al -

Gk oo gyl () Gy sl B e e Ll G Ly ¢ Al gl il Al -
(plSaki sy gt il Tia

84



Diagnostic bactériologique et sérologique de la Diphtérie

Ll sl o giladl jend K3 e

A9l AN Gl gl (el ¢ Sy g pgaldl S Band g ke b ek Y A,0SY AgzaY)

#lom (o 3 gad 5l 5l ey (gl (gl ¢ RS diad ) paaaie by A2 Lna JS5

L Lo 38 iy Lgiad s gl lalival oLl GLaad¥l Auali 04T 5, 3l iy 3l

W ol alial o Lial oﬂJ.cﬂJMiwamw.oﬂsiﬂ;ﬁ
e |

Gl ) jue y Gy el e @

IS A gl sl sl S5
(g Y i) il g i g g ) 2 g plana) A8yl o] @
b A jhall 2355 g ¢ A0 At Agdpa o1 Al ¢ Il A3 450K nl el @
e dlycdile j g M ay i iy sl 2l e

o al) ) glal

oniall g Sail Y AASH 222 Y) 00 Gapney U dasiay 3y Bl gl Y ayall ga3 ¢ Ul @
LU G LAY (555 5 ¢ Skl

pompdl ki NG el Gl e
R Y I UL PSR e P Y- CRERCT RS IRCRC e
el
Apdall 5 Aalad el o) R0 ¢ QA b 5 o e JSO) 0D pi paliy 46 (8—4)
, dails Aaull

ey A Ul g o) BRI 2 518 el gl caias el Glang b Bl Gasad
' ol G gl g
oA Al 1 54

3 e O clel Al SLalt (amay b ilinall 535 50 ALY 5 Qe AN Gaaliad
= S TEL PP

ol 05 Ayl Y Ay 30 AN 5 Wl 33 g 51 5 Aypedd Al 150 A oI
L Batad (4 3ol el (b il i laaed 5 . 8 e ol o 555D okl 350

s AV il L2l Y

FPe FEU R R TR TS T A AT
el A BN Cialimy AN gl ol ) ik 6 ) 2 e i) pn b e
c oAl Gl gl OlSa A CYGY e % 60 (M AadllyiBa o0 5 ¢

i U8 b sund g ¢ lghie (S ¢ el BUAD Al o Aadla 4p ; AR G058

Aplaall fpmdal 5. ciipall 3a) 5 LAY CAY el Jleaduly V) AU Wagade o Y Aagy
MJ‘&M%L}&AQJA&MJH,&U&}JY}J_)S‘I-QJ,’IM\J} o LGl

85



£ 1S iy pall uamy o 3 g | LN SN g Sad dad) LAY / 1

O, Al Cgeall 2l A B O el ddaalie die JLA) e g ol 14 e Coaali
Ll iy pal sl ) i yuil oo a1 (i com Bamall Ja ¥ (A Qi pull 351 o2 goald
S OSre kel e el ol G oY gm0 55 atie 5 lalll 230830
syl JLE / 2

oe b o el JS3 4 Ay Siad sl JLY ol e i by 41
g 15 (Y 10 asan b ) olis 050 g b 5. puls ged 3n o RN Ul (S P )

: pordydi g3 adall ciblae (JLA/ 3

ome Sl Jaad3 (ot iy b aldl b Gl jlacaly Reali 5 GBS gy iy
sie g5 g0 el CLEIVG Gl Sigan ) LB (e g ol 100 5 gdas 2l y Bola (A

. Galanay)
sdguadill] D) ) Sdead) JLEN / 4

oogkd Gsfay malall 5 Glall Clias o gliall G le Al CDLae adg b
oo bebud Cilg b Gl e L Gy % 80 O8 B0 S (e 5 a8 Ay L gasaa

. il
sl i) JU/ 5

floal) il (g 913 pe gall (3 Lpaalian 9 A8 ol dpuall V) algdl B pem 384
o Al S gandl

: o) LAY Cuisl gl 4 4

e 0 ) g kel A b il g ga) plane A igale e S il (S e | U
DAl et el e ol (04 ) B G (02 ) Caas e Giaa

°40 ) °39 Ha o @
HodSE yadiedlla o
s")‘_’}sobc_\&‘_ﬁba L]
Ao gl gl @

Pl Saiall Gl Y g e il il @

b L Aalall y Asdanal i e Y1 Jia
sOmilad) G glama pad (Dhua g Aadi N 4 Slal da Juwy  slha pd @
¢ aaadl dﬁM@JM‘Mmaﬁuy@cPJﬁ ®

86



Diagnostic bactériologique et sérologique de la Diphtérie

s Ballea J\SE1 — 4

) :M‘M‘MJ‘M1—4
Ala ya (b 005 3 5, Qi (06 ) S ) (02 ) Ot o JUk) (53] Lo g il JaaDly
(03) E30 o ey . (M (il A ol e it dio LIS iy (&1 5 AW
; Aaliia Jal sa

T 3ol g gl (B s s jn @
O Qg y (S Sl -
colyCigea g Ol Jlas ¢ pi-
coi_,\.’.u.“,oi.,da.m-
4%‘,‘-&“&‘&‘)"’}"‘}“,-
Ly a8 -

L e el Sy
t@uow(;wtw alali .
0 yall dpllaal Lgatlii ki of g8l 5 pgalil e ctilie Jal .

L. gl by 3eaB g (Tl 4B 24 )i o] e U je @
P2 e e gD Ly g 652354 51 Ul b sy pgalad (5 iosa o i e
Gub gl e dll ln g mlaca 30 e BUATWY) S it 4 oday A B3 Bidy 5,

k)

Sl Y gas s (BRI Uase o
1) Judae ilgall 2 — 4
e BSee Aoy oy 5 3 shaal Cum o o i gaall D S (e o) gun B S Ao Lima Sy
g awal! Gl lany A g3y 5o 8D p ol ndlid p gl g s Y Gualad) g b g gand
glasst Ul e placal ¢ Gl pday o) Gl @ g 1 B it Aol Gl o) S,
35 g Gl e Gl Ky R 40 € daledis ¢ Galill sl ola jiude Gl ag e G
c@e el 093 Shall e b cila p

¢ gl QB g i) Gl il b el -
(PR Jajmall 5 bl aaail ) o (irdall ! e i 6 o ylaial
(ST dsed ) o T Ao pall O o sy ) ool 5] b ool lounia -

LA eS| oy B g A e % 50 Apealy B (e ye 52 g Jagale oyl

) s Agdua cDUsE3 — 4

Sl s Al D e (lapall oy g (90 ) e gl Al ) Lglhaka Sy
o el ) Gl 95 sadiadl cbdas JLU ¢ GhgSTl) JLS ¢ Sia Alia
,1..\.:_,!1.,3}&_,5.&.‘,':)5_“&.,@.5_,

87



iy cally G pad alie 3 o Dy oS5 520l Ul Aalal / Ldaddl oY1 @
Al 9 AT ¢ A ¢ il ciad g dila, ) gl A0 2l Cladad g Glad] alana b
, LBl J g Gl g0

S bl Bsh o aday o Sy g Agad Lallli e Laial g bl 0%y c Lagee @
3 Oy pall Jad SR Y S ¢ (o pagin pandy Ab LBASy g (e g AU
e g dylan L (il ol agag pe dis |, Jagaal) Gasd g Apaio Al diplia L)
o oaddl Ldhu fe Sadll oSy

s gl

AN 208 T el iy 3,k b sl gk g Sl 38
o ¢ g5 a3 (05 ) i ) ( 02 ) coimss N Juhsh 5 o gl (50 Jumdllh 50 0
 ligdad o gilal)
ol Band a5l g el el

Cliclias Cigia Jaling Ghal) Lany b g lag (15 ) Jdie Ruced pp3 Talish 5 ok Ll
WOl el Aoy aes La gy { 90 ) Owai Dhs

piad au g ) Clislias Sigia jpallll A Z0l Ala 4 pdad e
My AUdaa Bl gl (A5 5 o (1) M gl Y i a3y (IR Jiee il L g

3 Agada ) SR — 2
Coomaall JEA ¢ pladd e 045 ol el -
¢ gataadl (35500 Al @
e Ciladl e Lapas i K0 5 @

s AN Agia galill SN

IS mgVlaide 5 AACA e (205550 Ll Ao all 5y 58 g G jay el
3 alle SIS e 085 Le LS (ST 5 A0 Al Caing Sadl el ¢S

s Al a5 - 3
: )l g/ 1

M@@JM&“JW‘&U;&’SJ& HHJ&‘)“(_':‘&HMJ‘-‘-‘J‘
Cdaiay A e A0S A3y 055l gl Adaadla

bl Gkl gl 2
Sl Lias flia UJS:'U‘

88



Diagnostic bactériologique et sérologique de la Diphtérie

VTR BV :04? “oh

Ja¥! Galdl
SUA e guadyy dgibe Bils)
g ladl (BUSY 05 5ol lgal — 1

 Agagl) Ala ya
o Loy gl g Jagale b skt ol S -

¢ ol A YT 5 gl Gl 08 g e ple Gand

©38.5 ) °38 (e an -
el e
Sl g ) pa
gLl 5 3550 dapuay palea Giled o Ghall) ey b prasdll Qaaill CadS,
Bana 350 358 anll (yoly dady aball (Y Clyay Uaa 3y Lo lle S0 5 ¢ oy 30
- Opand Y 15030 aay 8 U gy Josndll JE Ll A1 13 5, ¥ gie 3" Sl

On Aaal bl 3851 iy, i) it ool e GUAY Ladudn Laa ) e i
, ouall dliadl el Ciiay 55 jaiadl

Ala Us el Jpopd J805 Y] 5 clislian ()90 3 aapll sladly =2ad Al
Aclu 48 Ll 24 e a el

: oyl Ada ye

el g aga il poiay g dla yall sl B iy sall Clay

E oD 9385 Y °38 0a 3 om A 28 gl 5 sa rdaladl el eI ) il e
ool AB (B sall A (a5l @ sudll (e ST )il
¢ aal day 5l L deny  Uolay Bl b gy o8 gl A Lees ¢ 2SN
Sia¥l gl Y AN et ¢ AL gla'Baa duy 5, (A3 b g gad

¢ Audiie (45 5, A die Lo 3 LS Aladl puaudlly Diea (5583 A0S0 21

3 S OAN B0 Ao py 5300 5 el ety LU AL ol b JladDU ALE e

gm';‘ ls_)..n‘\_)‘,‘.lﬂ JMJJWMUM&‘&H{MMJF}LMJ»MSJ&

Al Ao )l o lgmuay ooding Laa ) Als Cilpme Ga B8N Jasd ¢ § il 5 Lee 30 am b
(el e 2SBH 4 gl il aliaally dalladll

89



s iy pally Caluatall GalaSN) SRS Al g il - I
S 1A udie Allald Lol

O 3L el M Ga dall g daea cYla Do 2 ) g oy Gulady aldl -
spsin Jalan 5l Cp CR2SD aiad il Cplaiiall alasY) o sila e cilise 38l (5 ) g el
¢ oy palls Culealall alaiB Al gl Ay gl cddlaall Y Clea pl) -
(O ) ) Caleals O 30 @
¢ Dbl JAld3a 9 600,000 : s (06 ) Lo e S JilaDU dpnaills -
dhiagial g Lika (4 Baag 1200,000 ;5 bab S i (06 ) L il GalantU Apuily -
Lpbaad) Al U (10 ) 530 NS p g8 / 3S/ fn 50 Londiy Cypman s FgY! o ¢ Dlaiand
Al agilla cana, g jally Galealall aldY) pralli -

o 1 Al de g Cinay 1 s A 5100 ccunilall b Culatall aldatil g3l o
Méﬂ“Mwy&w&ihﬁiMJhﬁJﬁ&o\q#ﬁ

. 3325 1000
s g5l ghes (05 ) uad o S g Ao O i8] N Cpadlall Cluciall ald) 30 @
Bale\S 5aa) g de o
Alaal dataall Lola Y ddu a JB dia cyadilall Ly sally Cubaiall paladYt ol @
i)
ya ve3 2

" (“gv.}\ ’ M" ﬁ:)-'
4

SNl dad

/
P

90



Diagnostic bactériclogique et sérologique de ta Diphtérie

basy 40 000 ) 20 000 o ! A8/ dyalle S50y 5000 ) 2000 e Jikll 5o -

&Blﬁﬁ"‘w

Agalle Suay 120 000 S (e Sgalls 5ia s 60 000 ) 40 000 (s L s -
thg gl Cfalaalls mllall 2.2 4

o 18 1z Coleill ¥ O B e s

Pha Jiadl gal Bz Jads AN s b gl / A8/ Audle Saay / 100 000 -
o (10) 5%

Al ool (10) 3520 5aal COWmad (43 (2) ftlia b p ol / s 5 (2) (gl -

: g N 3 bl Agdanl R B

2 (10) 3 ke Dha e (4) v b 2l / 25 /30 50 il (5

o (L0) e DAL 4) O (A p il / (Z)eud 2 a0 5

sl o A Aad ll p pladdt 3.2 — RS

Baall o8 9 Apliall sligh 5 I se oAl dalae las uua Ay g8 dal )l
o biaal) die Lgdaa 3 30 g g Nadl AR (ol S el MJ’MMJ»ZI

(AR Jlama (pens) gl 4 - 2 -0

. Ju&ﬂ‘“’”dh‘u“cﬂn&)&j \ﬁfﬂuh\m‘bw, e
e g (3) S Oa g el Y Ly el iy ¢ Al 300 Ca g aglay (el oY Ziked!
Ang g dadale) 5 el Cuslis il g0 5 Jidal sa 8Ky LAY aa

p bielaall goe — 52 - il

S g Ja10 gl 0 Al B e ¢ (TR el Gl ) Gils Ala
L {Oa3eas g (3 S 0 e ClglaSaga ) COeall (il
Jwﬁﬂuhi?ucﬂ"w(ﬂoh%)—bbcwqwnﬁ‘eh}kﬂ‘ﬂm% o
C e g e plll

el el e tag ¢ (il g St ilia ) JLA e I Juae gl Al i
“Shql\.hgﬂu‘..\aql(ﬂ e O A0 (B Gl 0 Ging g, enndia Jow

21



(g% 5 ) (Bl Uuks) (it 1 50 ciy i - Y

Al g s N e ) e S S ol gl e

(43S oLt (5 380 k) i i A Ry -
OBy B dia peile pe J e e sl g3 B piadl Gl JS (il gl e -
0050 Uy My iy

Ve gm0y tm el Cagan 5 eyl sels bl e 0585 08 300 el JS die -
il i 5038 .5 gk

Al il ) ) (8 AN s Al Ales 85 O g

—

A A ppdia A ald) AT and ol /43

§ o b B pudlge gl iy - 1 - LG
Aok A8 pall g g ) e Al da) Do suaad (il Jie p elidiad -]
wapaill mNe JS U (SRSl Dl (A 5 Jy iow)fmatu_nﬁiuﬁ

5

gl g sgasal el o slaill (SUAL Shaa Juad) Aaad gl ciiay - 3
e 5 el G ) p ol e ol Jal (e Ay gl i binally
D) ) g el S s e G Gl LGRS e (el g g i el - 4
cdd el paY) Al saay g3 5 1990 eyt 17 A Eoxd O fued179 )
(e il SRS 5 g ! g el
c-wh-g@im-s

shoadlall st - 2 — L

o0 CalsTl 5 (ead el ) appsdd cuad o pluail I AL gAY g
i Lo g (o il (R pind iy e (e 00 ) o
wasial paaill B g B gl sio g e ) fldn o gilall gl g

:M\EMI—Z-—H"&

(Al Razm 5300 ) BESREDKA 453y 48: la an. (3l Saal) Jomall Citna sy
e 3, AEES 15 303 e 0.25 o ¢ (il slaal Jusall (3 Ja 0.1 ddadl G e i ABZA
eOanl Jada JAY) Chealll 5 alall cand dids 15 DU Jub o gk o 13 LAY do el e

(VIS 0S8 5 s Al by gles g s peli () g ptennn S ) a5

92



Diagnostic bactériologique et sérologique de la Diphtérie

WH‘MMHIMMM
Clmpebiisal) £ 3nt] g G Saa) g A5 3

abicincs ghDe

13 FEB 2007 PE phU gl asdia

e S0 Bobed g Bagealt -

Al dpealand) At iyl 381 sl 51 e Bakaa) g g -
ALY Gl 3all £ 0a 5

dpuall clotahll 5l e Rl g daiall Ol 5 Aauall ) e bl §Bagead) o

U a pptia U ol 4stl s gl oy 3l 755 @35 ) slidall / am yall ; B guia gl

Jadlh Cila JRG A (Lpmeall ) GUAY HaedkBage ¢ HUOAN B 6 aag ¢ il el i e
(=107 ) 1996 A S by Sagss (31531 540 563 ) 1993 L dM& S
QY ol J8 e (Aa30) 1997 diw

o (ClE YA 07) 2003 D b S S Lgie ddaal ¥l il o

LI PV 03 5 W Y 4) 2005 D by (o il b Y 08 ) 2004 L

MMJM%&,\MJﬁal‘uhuMbﬁJuhngiuioM-)Mn&dﬁJ

o pSadly Ciaan 38 5301 Ll CE 1Y 5 cASK oY 38 die A Aleall aad 5 g Agailil
Coligliaana o gedal L pee @il a2 ) il el (A0 ¢ eyl

S Tty (Kan (5 simn puly Tpnllll Bl (8 ) a5l a4 Adle
LA ey Gilanelil

GUal da gute Ao alad 4l Guad g o glall Al ClLRSIL el ) plidl 1aa SNy
1994 ngSl3] dgsalipsudal so/ e 3755 sy pital i lgle S geald

e Jeal g ¢ pinpalls ) ey IS Alae a9 A8 sl 350 e b
by feadd S o Guteall Guaeall (gesidiall pias o) il 1563 gl g il

Al pyaa

93



:

.A\.\..a 7%
w»m.«Mmo)&,\..\w
.
i

o

S

S
=5

A
w\&\ \. .,w.M
e

e

e ;
i e e 2
7 =2 oo

5 m,.\mm\m\.\wmww\m\\
T

2

7
7




