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Actinomyces pyogenes : étude bactériologique
conventionnelle et sur galeries Api
de 103 souches isolées chez les ruminants

V Guérin-Faublée *, S Karray, B Tilly, Y Richard

Ecole nationale vétérinaire de Lyon, 1, avenue Bourgelat, BP 83, 69280 Marcy-I'Etoile, France
(Recu le 12 novembre 1991; accepté le 31 janvier 1992)

Résumé — Les caractéres morphologiques, culturaux et biochimiques de 103 souches d'Actino-
myces pyogenes isolées de ruminants ont été recherchés par des techniques conventionnelles et
sur des galeries Api 50 CH et Api Coryne. ll n'a pas pu étre mis en évidence de biotypes mais de
rares souches atypiques peu ou pas protéolytiques a différencier de celles d'Arcanobacterium hae-
molyticum. Les caractéres permettant l'identification d'A pyogenes au laboratoire ont été précisés :
examen microscopique, culture sur gélose au sang, gélose profonde et milieu de Loeffler, recherche
de la catalase, de la nitrate réductase et de la fermentation du xylose, test d'Hugh et Leifson. Les
galeries Api Coryne n'ont permis l'identification que de 56% des souches ce qui nécessiterait une ré-
évaluation avant 'emploi dans les laboratoires de diagnostic.
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Summary — Actinomyces pyogenes: standard and Api bacteriological studies of 103 strains
isolated from ruminants. One hundred and three strains of Actinomyces pyogenes isolated from
ruminants were examined for morphological, cultural and biochemical properties by standard tests
and by the Api 50 CH and Api Coryne methods. No biotype could be demonstrated, but a few atypi-
cal non- or practically non-proteolytic strains were detected which should be differentiated from Ar-
canobacterium haemolyticum. Criteria for laboratory identification of A pyogenes were established:
Gram stain; culture on blood agar; deep agar and Loeffler's medium; catalase, nitrate reduction, acid
formation from xylose; Hugh and Leifson test. The Api Coryne system correctly identified only 58 of
103 A pyogenes cultures, which implies that it should be re-evaluated before use in veterinary diag-
nosis laboratories.
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INTRODUCTION

Actinomyces pyogenes (Glage, 1903;
Reddy Cornell et Fraza, 1982) est un héte
normal des muqueuses de l'animal, res-
ponsable d'infections suppurées graves
chez les ruminants domestiques, le porc
et, exceptionnellement, les oiseaux, le
cheval et 'homme (Smith, 1966). De distri-
bution apparemment mondiale, c'est pro-
bablement la bactérie pyogéne la plus
souvent isolée chez les bovins et les ca-
prins. Eile induit des abcés superficiels et
profonds, de localisations variées, des ar-
thrites, des bronchopneumonies et, chez
la vache et la truie, des métrites accompa-
gnées d'avortements et des mammites.
Des infections généralisées sont obser-
vées, chez le jeune en particulier (Verge et
Senthille, 1941).

Rattaché en 1918 par Eberson au
genre Corynebacterium, A pyogenes a été
reclassé en 1982 (Reddy et al) dans le
genre Actinomyces d'aprés des caractéris-
tiques chimiques et physiologiques (Col-
lins et Jones, 1982). Contrairement aux
bactéries du genre Corynebacterium, sa
paroi ne posséde pas d'acides mycoliques
ni d'arabinogalactane et I'acide diaminé du
peptidoglycane est de la L-lysine (Cum-
mins et Harris, 1956; Goodfellow et al,
1976; Collins et al, 1982a). De plus, les
guinones respiratoires sont des ménaqui-
nones {(ménaquinones tétrahydrogénées a
10 unités d'isopréne) (Collins et al, 1982a).
Le seul cytochrome présent est de type b
(Reddy et al, 1977, 1982). En atmosphére
enrichie en CO,, les produits terminaux
majeurs de la fermentation du glucose
sont l'acide succinique, I'acide acétique et
l'acide formique (Reddy et Cornell, 1982).
Les acides gras cellulaires sont linéaires,
saturés et mono-insaturés (14 : 0, 16 : 0,
18:1 ®9, 10 : 0, 12 : 0) (Collins et al,
1982a; Bernard et al, 1991). Les analyses
de taxinomie numérique sont en accord

avec cette classification (Harrington, 1966;
Schofield et Schaal, 1981).

La structure, la composition chimique et
la physiologie d'’A pyogenes sont donc
bien connues de méme que ses besoins
nutritifs (Reddy et Cornell, 1982; Reddy et
al, 1982).

L'identification d'A pyogenes ne néces-
site pas, comme pour la plupart des bacté-
ries dites corynéformes, le recours aux
techniques chimiotaxinomiques. Néan-
moins, elle peut poser des problémes pour
un laboratoire de diagnostic vétérinaire.

L'étude bactériologique de 103 souches
d'A pyogenes d'origine animale a été en-
treprise par des techniques convention-
nelles afin de préciser les caractéres qui
doivent étre recherchés pour une identifi-
cation correcte en pratique de laboratoire
de diagnostic vétérinaire. L'emploi des ga-
leries Api Coryne, commercialisées en
1990, lui a été comparé.

MATERIEL ET METHODES

Souches bactériennes

Cent trois souches d'A pyogenes ont été utili-
sées dans cette étude. Collectées par le Labora-
toire de pathologie bovine (CNEVA, Lyon,
France) de 1984 4 1990, la plupart (27) prove-
nait de bovins, 4 de moutons et 2 de chévres;
52 ont été isolées a partir de 'appareil respira-
toire d'animaux malades ou sains, 20 a partir de
laits, 10 & partir de I'appareil génital ou d'avor-
tons; les autres étaient issues de lésions suppu-
rées diverses ou d'origine inconnue. Elles ont
toutes été initialement lyophylisées puis, ulté-
rieurement, conservées congelées a —70 °C
dans un bouillon cceur-cerveau (réf 0037-01-6,
Difco, Détroit, USA) additionné de 10% de gly-
cérol.

La souche 103 129 T (ATCC 19411) de la
Collection nationale de cultures de microorga-
nismes de I'Institut Pasteur (Paris) a été incluse
comme référence.
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Milieux de base

Cing milieux de base ont été utilisés :

— bouillon trypcase-glucose-extrait de levure :
bioTrypcase, réf 5 364 1, BioMérieux, 69 Marcy
I'étoile, France : 30 g; glucose, réf 8342, Merck,
Darmstadt, Allemagne : 5 g; extrait de levure,
réf 0127-01-7, Difco Détroit, USA : 20 g; -
cystéine, réf C-7880, Sigma, St Louis, USA : 0,5
g; eau distillée : QSP 1 |;

~ gélose trypcase-glucose-extrait de levure de
méme composition pius bacto agar (réf 0140-
01, Difco) a la concentration de 15 g/i;

— bouillon trypcase-extrait de levure semblable
au précédent mais sans glucose;

— gélose coeur-cerveau (réf 0418-01-5, Difco);
— bouillon cceur-cerveau (réf 0037-01-6, Difco).

Dans certains cas, les bouillons ont été sup-
plémentés par du Tween 80 (réf 822 187,
Merck).

Caractéres morphologiques

Un examen microscopique (x 400) a I'état frais
et un examen microscopique (x 1 000} aprés co-
loration de Gram ont été réalisés a partir d'un
bouillon coeur-cerveau incubé a 37 °C durant 1,
3,7et10j.

Caractéres culturaux

Les caractéres culturaux ont été étudiés pen-
dant 14 j a 37 °C sur bouillon trypcase-glucose-
extrait de levure, sur gélose cceur-cerveau et
sur gélose frypto-caséine soja (réf 64554, Dia-
gnostics Pasteur, 92 Marnes-la-Coquette,
France) additionnée de 5% de sang défibriné de
mouton (réf 5 582 2, BioMérieux).

La sérophilie a été recherchée en comparant
la croissance des souches d'une part sur une
gélose coeur-cerveau et d'autre part sur une gé-
lose coeur-cerveau additionnée de 5% ds sérum
(réf 295 990, Boehringer-Mannheim, Mannheim,
Allemagne).

Métabolisme respiratoire

Le type respiratoire a été déterminé par crois-
sance en gélose profonde trypcase-glucose-
extrait de levure (milieu semi-gélosé a 6 g/l) et
le caractére anaérobie préférentiel a été mis en
évidence en comparant la croissance des
souches sur 2 géloses coeur-cerveau incubées
l'une en aérobiose et l'autre en anaérobiose
(Generbag Anaer, réf 4 550 1, BioMérieux).

L'oxydase (réf 58 831, Diagnostics Pasteur),
a 6té recherchée a partir de colonies isolées sur
gélose coeur-cerveau et la catalase d'une part
sur les cultures en gélose profonde et d'autre
part & partir de colonies isolées sur gélose au
sang en utilisant le réactif ID color (réf 5556 1,
BioMérieux). La nitrate réductase a été mise en
évidence par adjonction des réactifs de Griess
(réf 70440 et 70450, BioMérieux) a un
bouillon trypcase-extrait de levure additionné de
0,1% (m/v) de nitrate de potassium (réf
26 869.234, Prolabo, 75 Paris).

Métabolisme protidique

La protéolyse a été mise en évidence sur milieu
de Loeffler (réf 4 168 4, BioMérieux), sur gel
d'agar au lait (Marchal et al, 1982), sur une gé-
lose trypcase-glucose-extrait de levure addition-
née d'1% (m/v) de caséine (réf 2242, Merck) et
la gélatinolyse par la méthode de Frazier (Mar-
chal et al, 1982) sur une gélose trypcase-
glucose-extrait de levure additionnée de 8% (m/
v) de gélatine (réf 5 324 1, BioMérieux).

La production d'indole a partir du tryptophane
a été recherchée sur un bouillon trypcase-extrait
de levure additionné de 0,02% de tryptophane
(réf 5190, Prolabo). La lecture a été faite apres
extraction de lindole par I'éther par addition du
réactif d'Ehrlich Kovacs (réf 7 041 0, BioMé-
rieux).

La production d'hydrogéne suifuré a partir
des acides aminés a été mise en évidence sur
une gélose ceeur-cerveau additionnée de 0,02%
(m/v) de cystéine (réf C-7880, Sigma), et de
0,05% (m/iv) de citrate ferrique (réf 3862,
Merck). Le milieu de Falkow (Marchal et al,
1982) contenant de la L-arginine (réf 1543,
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Merck, a la concentration de 0,5% (m/Av) a per-
mis la recherche de l'arginine dihydrolase et le
milieu de Christensen (réf 63725, Diagnostics
Pasteur) celle de l'uréase.

Métabolisme des sucres

La production de gaz lors de la fermentation du
glucose a été mise en évidence sur une gélose
cceur-cerveau supplémentée par 5% de sérum
de cheval, coulée en tube, régénérée au mo-
ment de I'emploi et close par de la paraffine so-
lide (réf 26 154.291, Prolabo) aprés ensemen-
cement. Le milieu d'Hugh et Leifson (Marchal et
al, 1982) additionné de glucose a la concentra-
tion finale de 0,5% a servi & étudier I'oxydation-
fermentation du glucose.

Les galeries Api 50 CH (réf 5030, BioMé-
rieux) ont permis I'étude de la fermentation de
49 sucres et dérivés. Le milieu de suspension
des bactéries a été préparé par addition d'une
solution de rouge de phénol (réf 3.16836, RAL,
92 Villeneuve-la-Garenne, France) (Marchal et
al, 1982) au milieu suivant (G Wagener, com-
munication personnelle) : Casitone, réf 0259-01,
Difco : 6 g; extrait de levure, réf 0127-017,
Difco: 0,5 g; eau d'Evian (Evian-les-Bains,
France) : QSP 1 I. Il a été supplémenté par 5%
de sérum de cheval. Des études préalables de
reproductibilité sur 4 souches nous ont amenés
a noter comme fermentés les sucres pour les-
quels on observait sur galerie Api 50 CH une
coloration jaune franc méme si elle n'était pas
stable dans le temps. De plus, quand la souche
avait une croissance lente (c'est-a-dire quand le
p-arabinose, le galactose, la N-acétyl glucosa-
mine, le mélézitose et le L-fucose n'étaient pas
fermentés au 3¢ j d'incubation), la galerie Api 50
CH a été recommencée.

La fermentation du xylose a aussi été recher-
chée en tube par mesure du pH aprés ense-
mencement d'une eau peptonée (casitone :
20 g; NaCl : 5 g; eau distillée : QSP 1 |) addi-
tionnée d'1% (m/v) de p-xylose (réf 29 013.237,
Prolabo).

L'hydrolyse de I'amidon a été recherchée par
inondation par du lugot d'une gélose trypcase-
glucose-extrait de levure additionnée d'1% (m/v)
d'amidon (réf 1259, Merck).

Métabolisme lipidique

Lipase et iécithinase ont &té mises en évidence
sur une gélose trypcase-glucose-extrait de le-
vure additionnée de 5% (v/v) d'une émuision
stabilisée de jaune d'ceuf (réf SR47, Oxoid, Ba-
singstoke, Angleterre). Le milieu de Sierra (Mar-
chal et al, 1982) additionné d'1% (v/v) de tween
80, 60, 40 ou 20 (réf 822187, 822186,
822 185, 822 184, Merck) a permis la caractéri-
sation des Tween-estérases.

Autres caracteres

La désoxyribonucléase a été révélée sur gélose
a I'ADN (réf 5 174 1, BioMérieux) par inondation
par une solution de bleu de toluidine (réf
3.61596, RAL) & 1% (m/v) en eau distillée.

La production d'une hémolysine a été recher-
chée sur la gélose au sang de mouton utilisée
pour l'étude des caractéres cuituraux. On a
aussi réalisé un test de CAMP (Christie et al,
1944) vis-a-vis d'une souche B-hémolytique de
Staphylococcus aureus et d'une souche de
Streptococcus agalactiae ensemencées en
méme temps qu'A pyogenes. Les 2 souches
d'épreuve étaient d'isolement récent.

Les galeries Api Coryne (réf 2090, BioMé-
rieux) ont permis la mise en évidence, outre de
caractéres fermentaires d'un certain nombre
d'activités enzymatiques (tableau |). Elles ont
616 révélées par I'adjonction de réactifs selon la
technique préconisée par le fabricant aprés 24 h
d'incubation & 37 °C. Un profil numérique en a
été déduit qui peut étre comparé aux profils des
différentes espéces bactériennes obtenus sur
ces galeries et répertoriés dans le catalogue
analytique Api Coryne (réf 2 099 0, BioMérieux).
La lecture de l'uréase, de la gélatinase et des
caractéres fermentaires a été renouvelée a 48
et72 h.

Inoculums

Chaque souche a été isolée sur une gélose au
sang de mouton puis cuitivée sur un bouillon
ceeur-cerveau additionné de 0,1% (v/v) de
tween 80 a 37 °C pendant 48 h.
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Tableau l. Propriétés biochimiques sur galeries
Api Coryne de 103 souches d'Actinomyces pyo-
genes isolées chez les ruminants.

Réactions Souches positives
(%)

24h 72h
Réduction des nitrates 0 ND
Pyrazinamidase 29 ND
Pyrrolidonyl arylamidase 60 ND
Phosphatase alcaline 39 ND
B-Glucuronidase 100 ND
B-Galactosidase 58 ND
a-Glucosidase 93 ND
N-acétyl-B-Glucosaminidase 0 ND
Esculine (B glucosidase) 0 ND
Uréase 0 0
Hydrolyse de la gélatine 77 97
Fermentation du glucose 100 100
ribose 100 100
xylose 100 100
mannitol 0 0
maltose 100 100
lactose 100 100
saccharose 53 74
glycogéne 13 34

Pour la détermination de la majorité des ca-
ractéres, l'inoculum a été obtenu en ensemen-
c¢ant 10 ml d'un bouillon cceur-cerveau addition-
né de 5% (v/v) de sérum de cheval et de 0,1%
(v/v) de Tween 80 par 400 ul de la culture pré-
cédente. Le Tween 80 ajouté aux milieux de
préparation des bactéries prévient la formation
d'agrégats et permet d'obtenir des inoculums re-
productibles. Aprés 48 h d'incubation & 37 °C, la
densité optique a été mesurée & 430 nm et ajus-
tée a 1 avec de l'eau distiliée. Les milieux li-
quides ont été ensemencés avec 500 pl de cette
suspension bactérienne pour 10 ml de milieu et
les milieux solides coulés en boites de Pétri par
des gouttes de 5 pl. La méme suspension a
servi & ensemencer la gélose profonde et les mi-
lieux pour la recherche de la production de gaz
et d'H,S. Gélose a 'ADN, milieu de Loeffler et
urée de Christensen ont été ensemencés a par-
tir de colonies isolées sur milieu solide.

La recherche de la sérophilie et du caractére
anaérobie préférentiel a nécessité I'emploi de
faibles inoculums (environ 104 CFU). A cette fin,
la bouillon cosur-cerveau supplémenté a été en-
semencé par 30 pl de la culture initiale en milieu
liquide et aprés 18 h de culture a 37 °C dilué en
fonction de la densité optique a 430 nm selon
les régles suivantes :

dilution DO 430 nm
1/10 0,1-0,2
1/25 02-04
1/50 0,4-0,7
17100 20,7

Les géloses ont été ensemencées par des
gouttes d'1 ul délivrées a l'aide d'un inocuiateur
multipointes (réf A 400, Denley, Natislane
Billingshurst, Angleterre).

Les galeries Api Coryne ont été ensemen-
cées a partir d'une suspension bactérienne
d'opacité 6 de la gamme de McFarland; les bac-
téries ont été obtenues par centrifugation puis
lavage et remises en suspension dans de l'eau
distillée. Le protocole a été ensuite celui préco-
nisé par le fabricant. La méme suspension a
servi a ensemencer le milieu de Falkow et les
galeries Api 50 CH aprés dilution au 1 / 10 dans
le milieu.

Tous les milieux ont été incubés en aéro-
biose a 37 °C a |'exception de ceux permettant
la mise en évidence des Tween-estérases culti-
vés a 30 °C.

RESULTATS

A pyogenes est un bacille, immobile,
assez trapu, d'environ 2 x 0,5 um, pléio-
morphe. Dans les cultures jeunes, les ba-
cilles droits ou légérement incurvés, faible-
ment irréguliers ou reguliers, a extrémités
arrondies, parfois en massue ou effilées
prédominent. lls sont isolés, en «pelotes
d'épingles» ou assemblés en courtes
chaines, en palissades, en V,en Y, en T.
Dans les cultures de plus d'une semaine,
ils sont plus courts devenant des coccoba-
cilles irréguliers. Ce sont des bactéries qui
prennent le Gram de maniére non uni-
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forme et qui ont une tendance trés nette a
apparaitre a coloration Gram négative en
vieillissant.

A pyogenes croit en milieu liquide en
formant un trouble homogéne, rarement
grumeleux, accompagné d'un dép6t. En
vieillissant, les bactéries sédimentent plus
ou moins vite selon les souches et au
14¢j, le milieu est totalement éclairci avec
un culot abondant se remettant facilement
‘en suspension. Sur gélose au sang, les
colonies visibles dés 24 h (0,1 a 0,2 mm)
deviennent bien observables & 48 h : elles
sont rondes, a bords nets, convexes,
lisses, brillantes, blanches a gris-
blanchawres, de 0,4 4 1,1 mm. Une zone
d'’hémolyse compléte étroite (0,1 a 0,3
mm) les entoure. Vers 5 j, elles atteignent
1 4 2,5 mm avec une zone dhémolyse un
peu plus large (0,2 & 0,5 mm). En vieillis-
sant, elles peuvent devenir brunatres ou
grisatres et leurs contours sont plus irrégu-
liers. Certaines sont acuminées. Leur
taille, trés variable, est au maximum de 3-
4 mm avec une zone d'hémolyse compléte
d'{t mm. Les colonies, de méme aspect,
poussent plus lentement, sont plus petites
et de taille beaucoup plus variable sur gé-
lose coeur-cerveau : 0,1 mm a 48 h, 0,4 a
0,8 mmau 7° j et 1 mm & 2 semaines.

La sérophilie de toutes les souches est
observée facilement aprés 48 ou 72 h de
culture.

Toutes les souches produisent un fac-
teur de CAMP vis-a-vis de Staphylococcus
aureus si la lecture est prolongée 3 j et au-
cune vis-a-vis de Streptococcus agalac-
tiae.

Les caractéres biochimiques des 103
souches étudiées se sont avérés trés
constants et identigues a ceux de la
souche de référence. En gélose profonde,
A pyogenes apparait aéro-anaérobie facul-
tatif mais croit mieux dans le fond du tube

et pour environ 10% des souches dans la
zone microaérophile. Le caractére anaéro-
bie préférentiel est confirmé par une cul-
ture plus abondante en 24 h en anaéro-
biose qu'en aérobiose.

Aucune souche ne produit de catalase
ni d'oxydase apres 3 j d'incubation; de ni-
trate réductase, d'uréase, d'ADH, d'hydro-
géne sulfuré a partir des acides aminés,
dindole, de lipase et Iécithinase, de
Tween 80-estérase aprés 14 j d'incuba-
tion. Aucune n'hydrolyse I'amidon et I'es-
culine.

- Toutes les souches hydrolysent 'ADN
en 24 h.

Soixante-cing pour cent des souches
ont une Tween 40-estérase, 40% une
Tween 60-estérase, 0,9% une Tween 20-
estérase; ces caractéres apparaissent tar-
divement et sont peu reproductibles.

L'importante activité protéolytique d'A
pyogenes a été vérifiée sur 100 souches :
elles hydrolysent la gélatine, la caséine et
digérent le sérum coagulé dans un délai
de 24 h. Une souche est faiblement pro-
téolytique : seule, la gélatinolyse révélée
par la technique de Frazier est positive tar-
divement. Deux autres souches sont non
protéolytiques quelle que soit la technique
utilisée et en prolongeant I'incubation 2 se-
maines.

A pyogenes a un métabolisme fermen-
taire et acidifie plus vite et plus fortement
le tube fermé que le tube ouvert. Le giu-
cose est fermenté sans production de gaz.
Le profil fermentaire des 103 souches d'A
pyogenes est particulierement homogeéne,
surtout si l'incubation est prolongée 10 j.
Ne sont jamais fermentés, le L-arabinose,
le L-xylose, le. B-méthyl-xyloside, le L-
sorbose, le rhamnose, le dulcitol, le manni-
tol, le sorbitol, I'a-méthyl D-mannoside,
i‘amygdaline, I'arbutine, la salicine, le cello-
biose, le mélibiose, l'inuline, le p-raffinose,
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le B-gentiobiose, le D-tagatose, le D-fucose
et le 2-cétogluconate. Toutes les souches
fermentent en 24 h le ribose, le D-xylose,
le D-glucose, le maltose, le lactose, I'ami-
don et le glycogéne; un peu plus lentement
(3-7 j), le p-arabinose, I'adonitol, le galac-
tose, le D-fructose, linositol, la N-acétyl
glucosamine, le mélézitose, le D-turanose,
le p-lyxose, le L-fucose et le gluconate;
plus tardivement (vers 10 j), I'érythritol et le
tréhaiose. Sont aussi fermentés par plus
de 90% des souches le glycérol, le sac-
charose, le xylitol, le D-arabitol et le L-
arabitol. Seuls, 3 caractéres fermentaires
sont variables : le D-mannose (76% de
souches positives), I'a-méthyl D-glucoside
(31%) et le 5 céto-gluconate (85%). La fer-
mentation du xylose est aussi observable
en tubes pour toutes les souches avec un
pH abaissé en moyenne a 5,1 aprés 3 j
d'incubation.

Les résultats obtenus sur galeries Api
Coryne sont reportés dans le tableau |.
Comme observé avec les techniques pré-
cédentes, aucune souche n'hydrolyse
l'urée ni 'esculine et ne réduit les nitrates.
L'activité gélatinase n'apparait, pour 20%
des souches, que dans un délai de 48 &
72 h. Les 3 souches atypiques peu ou pas
protéolytiques par les techniques conven-
tionnelles sont gélatinase négatives. Le
glycogéne et, dans une moindre mesure,
le saccharose, sont fermentés beaucoup
moins souvent que sur galeries Api 50 CH.
Toutes les souches possédent une B-
glucuronidase. Les caractéres pyrrolidonyl
arylamidase et pyrazinamidase ne sont
pas reproductibles. Aprés 24 h d'incuba-
tion, de nombreux profils numériques sont
obtenus (tableau 1) qui refletent la variabi-
lité de certaines activités enzymatiques;
sur 46, 24 sont répertoriés dans le catalo-
gue analytique Api Coryne et 58 souches,
soit 56%, sont identifiées comme A pyo-
genes.

Tableau Il. Profils numériques obtenus sur gale-
ries Api Coryne de 103 souches d'Actinomyces
pyogenes isolées chez les ruminants.

Profils numériques Nombre de souches

0612761*
4712761
0210760"
4712760
0212760"
0612760"
6612761
6712761
0212761"
4210760
4212763
4612760
4612761
6312761
0312760"
0610760"
2202760"
4212760
4312761
4610760
4710760
4710761
6712760
6712763
0210761*
0212763"
0612763"
2202763"
2210760"
2212760*
2212763"
2602761"
2612760"
2712761"
2712763"
4202760
4210763"
4212761
4302760
4310760
4612762
4710763
6202760"
6310763"
6312760
6710761
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* Profils non répertoriés dans le catalogue analytique
Api Coryne.
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DISCUSSION

Les 103 souches d'A pyogenes isolées de
ruminants ont des caractéres morphologi-
ques, culturaux et biochimiques identiques
a ceux de la souche de collection
ATCC19411.

Nos résultats sont en accord avec ceux
des autres auteurs. Les caractéres fer-
mentaires sont difficilement comparables,
les techniques (milieu, inoculum, atmos-
phére d'incubation) n'étant pas les mémes
mais néanmoins, tous les résultats s'ac-
cordent a affirmer qu'A pyogenes fermente
le glucose, I'amidon, le fructose, le galac-
tose, le lactose, le maltose, le ribose, le
xylose et ne fermente pas I'amygdaline et
le dulcitol (Roberts, 1968a; Hoi Sorensen,
1974; Schofield et Schaal, 1981; Reddy et
al, 1982; Tainaka et al, 1983; Schaal,
1986; Morrison et Tillotson, 1988; Lamm-
ler et Blobel, 1988). Des divergences sont
notées par rapport a Schaal (1986)
concernant la fréquence de I'hydrolyse des
Tweens 60, 40 et de l'amidon. Aucune
souche n'a  d'activité N-acétyl-B-
glucosaminidase alors qu'elle est détec-
tée, d'apres le fabricant, chez 41% des
souches sur galeries Api Coryne, chez
plus de 90% des souches sur galeries Api
Zym ou par macrométhode (Schaal, 1986;
Lammier et Blobel, 1988; Kakfas et Ed-
wardsson, 1990) et que 100% des
souches fermentent la N-acétyl glucosa-
mine. De méme, les fréquences de mise
en évidence des activités pyrralidonyl ary-
lamidase et B-galactosidase sont basses
par rapport aux données du fabricant sur
galeries Api Coryne et a celles de Morri-
son et Tillotson (1988) ou de Lammler et
Blobel (1988) sur galeries Api 20 strep et
Api Zym respectivement. Une faible taille
des inoculums (perte éventuelle de vitalité
des bactéries lors des centrifugations)
pourrait expliquer ces résultats. Il est
d'ailleurs a noter que la société API préco-

nise de préparer les suspensions bacté-
riennes a partir de cultures sur milieux so-
lides sans autre traitement, ce qui peut ap-
porter des facteurs de croissance que
nous désirions supprimer dans le cadre de
cette étude. Ceci rend aussi compte du
nombre important de profils numériques
non répertoriés dans le catalogue analyti-
que Api, la majeure partie commencgant
par 0 ou 2 ce qui correspond a des
souches notées pyrrolidonyl arylamidase
moins.

D'autres critiques peuvent étre faites
quant aux techniques retenues. A pyo-
genes est une bactérie anaérobie aérotolé-
rante capnophile (Reddy et al, 1982). Les
caractéres biochimiques auraient pu étre
déterminés dans des conditions de crois-
sance optimales. Nous avons néanmoins
choisi d'incuber en aérobiose pour nous
rapprocher des techniques mises en
ceuvre dans les laboratoires vétérinaires
départementaux. A pyogenes est une bac-
térie a croissance lente. Dans notre étude,
du fait de cette croissance lente, la densité
des inoculums a été accrue, les incuba-
tions prolongées ou les milieux supplé-
mentés par du sérum, ce qui peut interfé-
rer avec la recherche de certains
caracteres fermentaires. La standardisa-
tion de l'inoculum est délicate, la mesure
des DO dénombrant les bactéries vivantes
et mortes. De plus, cette bactérie a ten-
dance a former des agrégats, ce que
n'‘évite pas constamment i'adjonction de
Tween 80 aux bouillons de culture.

Les 103 souches étudiées apparaissent
phénotypiquement trés uniformes et il n'est
pas possible de décrire de biotypes chez A
pyogenes malgré la recherche d'un plus
grand nombre de caractéres que Roberts
(19684, b), Hoi Sorensen (1974) et Tainaka
et al (1983). Néanmoins, Lammler (1990) a
décrit des bactériocinotypes et Lovell
(1937) puis Tainaka et al (1983) des séro-
types, signes d'une certaine hétérogénéité.
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L'existence de rares souches atypiques
non protéolytiques a déja été signalée
(Hartwigk, 1961). La perte du pouvoir pro-
téolytique n'a pas de cause apparente et
ne semble pas liée au nombre de subcul-
tures. Ces souches doivent étre distin-
guées de celles d'Arcanobacterium hae-
molyticum, espéce phénotypiquement
proche d'A pyogenes mais non ou faible-
ment protéolytique, ne fermentant pas le
D-xylose et possédant une lipase (Collins
et al, 1982b; Wagener, com pers).
D'autres critéres de séparation ont été
proposés : présence chez A pyogenes
d'un antigéne reconnu par les sérums
anti-streptocoques du groupe G (Ldmmier
et Blobel, 1986, 1988); inhibition de I'acti-
vité B-hémolytique de Staphylococcus au-
reus par A haemolyticum et renforcement
de celle de Streptococcus agalactiae (Fra-
ser, 1964) contrairement, comme nous
l'avons vérifié, a A pyogenes. Des travaux
complémentaires sur A haemolyticum se-
raient nécessaires pour préciser l'intérét
des profils fermentaires, de |'étude de
I'étendue des températures de crois-
sance, de la recherche de la B-
glucuronidase et de I'a-glucosidase dans
la distinction de ces 2 espéces (Schofieid
et Schaal, 1981; Lammler et Blobel, 1988;
Morrison et Tillotson, 1988).

D'un point de vue pratique, lidentifica-
tion d’A pyogenes, dans un laboratoire de
diagnostic, peut se limiter 2 un examen mi-
croscopique, une culture sur une gélose
au sang, en gélose profonde et sur un mi-
lieu de Loeffler, une recherche de la cata-
lase, de la nitrate réductase et de la fer-
mentation du xylose et un test d'Hugh et
Leifson. Pour les souches non protéolyti-
ques, il faut, de plus, rechercher la gélati-
nolyse par la technique de Frazier aprés
une incubation de plusieurs jours, la pro-
duction d'une lipase sur gélose a l'ceuf et
effectuer des tests de CAMP. Les galeries
Api Coryne permettent une identification

correcte des bactéries corynéformes (Fre-
ney et al, 1991). Néanmoins, 44% des 103
souches examinées ont un profil numéri-
que non répertorié ce qui nécessiterait une
réévaluation avant I'emploi dans les labo-
ratoires de routine.
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