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Résumé

Les bactéries appartenant a la famille des enterobacteriaceae sont celles qui sont le plus
souvent rencontrées en clinique. Elles sont rencontres tres fréquemment en pathologie.La
transmission de ce type de bactéries des animaux aux humains est possible soit par contact
direct, soit par la chaine alimentaire a partir d'aliments et de produits animaux contaminés par
ces bactéries. Pour cela, la présente étude a été entreprise, dont I’objectif a été d’¢tudier la
prévalence des entérobactéries dans des prélévements d’origine animale par le billet des

méthodes d’identifications bactériologique.

l6prélevements d’origine animale (12 prélevements de lai;3 échantillons de pus et un
¢chantillon de la matiere fécal) ont été prélevés de fagon aseptique, et ils ont subi les analyses
bactériologiques au niveau de laboratoire; voir I’isolement ,purification et de pré-

identification.

Les résultats des analyses microbiologiques ont démontrés que les bactéries a gram — sont
présentées 78,57% et seulement 21,42% ont été des bactéries a gram +. La prévalence des

entérobactériesa été de 71,4 %.

Vu le taux élevée des infections a entérobactérie, ainsi que la possibilité de la transmission de
ces bactéries a ’homme par contacte directe ou indirecte via la chaine alimentation, il sera
fortement intéressant de compléter ce travail par I’étude de profil de résistance de ces types

de bactéries voir la possibilité de la transmission de cette résistance a I’homme.

Mots clé : Entérobactérie, Gram +, Gram-, mammites, pus, maticre fécale, pathologie

animale.
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Abstract

Bacteria belonging to the family Enterobacteriaceae are the most commonly encountered
bacteria in the clinic. They are encountered very frequently in pathology. Transmission of this
type of bacteria from animals to humans is possible either through direct contact or through
the food chain from food and animal products contaminated by these bacteria. For this reason,
the present study was undertaken with the aim of studying the prevalence of enterobacteria in

samples of animal origin by the note of the bacteriological identification methods.

16 samples of animal origin (12 milk samples; 3 pus samples and one fecal sample) were
collected aseptically, and underwent bacteriological analyses at the laboratory level; see

isolation, purification and identification.

The results of microbiological analyses showed that 78.57% were gram - bacteria and only

21.42% were gram bacteria + .The prevalence of Enterobacteriaceae was 71.4%.

Given the high rate of enterobacteria infections, as well as the possibility of transmission of
these bacteria to humans through direct or indirect contact via the food chain, it will be of
great interest to complete this work by studying the resistance profile of these types of

bacteria and the possibility of transmission of this resistance to humans.

Key words:Enterobacteria, Gram +, Gram-, mastitis, pus, fecal matter, animal pathology.
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Introduction

Introduction

Les bactéries appartenant a la famille des enterobacteriaceae sont celles qui sont le plus
souvent rencontrées en clinique. Elles forment un vaste groupe de bacilles a gram négatif,
acrobies-anaérobies facultatifs, non sporulés qui sont treés largement distribués dans la nature
et peuvent faire partie de la flore normale du tube digestif de 'homme et des animaux. Ces
bactéries sont rencontres trés fréquemment en pathologie. Certaines espéces sont strictement
humaines (salmonella typhi, ) d’autre humaines et animales(nombreuse salmonelles, E.
coli...) voir a dominantes animale, ’homme n’étant qu’ un hote accidentel(brucella,

pastorella,...) d’autre enfin ont pour réservoir principal le milieu extérieur .

Les bactéries d’origine animale peuvent constituer une source majeure d’infection chez
I’homme. La transmission de ce type de bactéries des animaux aux humains est possible soit
par contact direct, soit par la chaine alimentaire a partir d'aliments et de produits animaux

contaminés par ces bactéries (Petinaki et Spiliopoulou, 2012).

Par ailleurs, la dissémination des bactéries résistantes aux agents antimicrobiens est a I'origine
d’un probléme d'importance dans le domaine de la santé publique, car, elle réduit notablement
les possibilités thérapeutiques et se traduit par des pertes économiques aux niveaux du
secteur agros alimentaire et dans la pratique hospitaliere par une augmentation de la

morbidité et parfois de la mortalité chez les sujets sensibles.

Cependant, la connaissance de la fréquence des infections causées par les entérobactéries
représente un atout majeur pour mettre en jeux des méthodes de prévention d’efficacité

prouvée.

C’est dans ce contexte que la présente ¢tude a été entreprise, dont I’objectif a été d’étudier la
prévalence des entérobactéries dans des prélévements d’origine animale par le billet des

méthodes d’identifications bactériologique.

Notre travail est divisé en deux parties :

v Une partie bibliographie sur les entérobactéries
v" Une partie expérimentale qui comporte ; le matériel et les méthodes mis en ceuvre, les

résultats et discussion, et en fin, une conclusion générale.
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1. Les entérobactéries :

1.1. Généralités :

Les entérobactéries constituent une famille bactérienne hétérogéne regroupant un grand
nombre d’espeéces. Au niveau phénotypique, ce sont des bacilles Gram négatif droits ; mobiles
par flagelles péritriches, ou immobiles cas des klepciella, shigella et yercinia (Figure 01) ;
non sporulés ; aéro-anaérobi facultatif, produisant de 1’acide a partir du glucose avec ou sans
production de gaz ; pas de besoin en sodium, ni de stimulation ; catalase positive ; oxydase
négative ; réduisent habituellement les nitrates en nitrite sauf certaine souches d’Erwinia et

Yercinia (pas en N2) (Cristian, 2008 ;Madigan et Martinko , 2007).

- W
» “% | Coloration
iy | de Gram

iif ‘ Coloration
— (] de Leifson

Yo ey
bt Plasmide é_LF-I;golm

. ¢?\_< ADN génomique }\3_ ] (antgéne H)
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{antigéne K)
Lipolysaccharide (LPS)

Polysaccharide —
{antigéne O)

Core

Lipsde A
{endotoxine)

Figure 1 : Structure et aspect microscopique des Enterobacteriaceae.
(Denis et al., 2007).
Ces bactéries sont des hotes du tube digestif de ’homme et des animaux a sang chaud. Leur
distribution dans la nature est néanmoins plus large, ils sont retrouvés partout, dans le sol,
dans I’eau, soit a 1’état des pathogeénes, soit de commensaux. Par leur particularité
métabolique, certaines entérobactéries participent au cycle naturel des matieres organiques,

d’autres peuvent coloniser et dégrader des produits agroalimentaires ou encore provoquer des

maladies parfois graves chez I’homme ou chez I’animal (Cristian, 2008).



Synthese bibliographique

Les entérobactéries sont des chimio-organotrophes, beaucoup sont phototrophes : a partir
d'une source unique de carbone (sucre, ...) et d'énergie (€lectrons), elles sont capables de

synthétiser tous les éléments nécessaires a leur survie et a leur croissance (Avril et al. 2000).
1.2. Identification du genre et espéce :

Selon Joly et Reynaud (2002), I’identification des différents genres et especes des
entérobactéries reposent sur plusieurs caracteres biochimiques:

e (Culture en utilisant une source de carbone définie.

e FEtude des voies métaboliques de la fermentation des sucres et des polyalcools ;

e Production d'un métabolite terminal et recherche d’enzymes.
1.3. Caracteéres antigéniques :

L'étude des différents caracteres antigéniques permet de classer en sérotypes les souches
appartenant a une méme espece ou au méme genre. La détermination des sérotypes a un grand
intérét €épidémiologique pour certaines entérobactéries pathogénes comme Salmonella,

Shigella et E. coli(Avril et al. 2000).

Selon Avril et al. (2000), il existe plusieurs types d’antigénes :

e Antigéne commun : appelé¢ « antigéne de Kunin » ou (ECA), est présent chez toutes
les entérobactéries sauf certaines Erwinia.

e Antigéne O ou somatique : localis¢ au niveau de la paroi bactérienne, de nature
lipopolysaccharidique.

e Antigéne H ou flagellaire : n'existant que chez les bactéries mobiles, de nature
protéique.

e Antigéne K ou capsulaire : constitu¢ d'une couche externe polysaccharidique ou

protéique.
1.4. Classification :

Les entérobactéries constituent un grand groupe de bactéries ayant une forte similitude. La
création de ce groupe a €té proposée par Rahnen 1937, sous le nom d’Enterobacteriaceae. Si
le nom de famille est toujours maintenu, en revanche le classement des bactéries dans la

famille a beaucoup évolué¢ (Joly et al., 2007)
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Le tableau suivant représente la classification des entérobactéries sur la base du séquencage

des ARNTr 5S et 168S.

Tableau 1: la classification des entérobactéries selon Joly et al. (2007)

Rangs taxonomiques Classification
Domaine Eubacteria.
Phylum XII Proteobacteria.
Classe Gammaproteobacteria.
Ordre Enterobacteriales.
Famille Enterobacteriaceae.

La famille des Enterobacteriaceae comprend actuellement 130 especes répertoriées. Les
especes les plus communément isolées en bactériologie clinique appartiennent a 44 genres
dont les plus récents Alterococcus, Arsenophorus, Brenneria, Pectobacterium, Raoultella,
Samsonia, Sodalis(Delarras ,2007).D’aprés leurs propriétés fermentatives, Larpent(2000)a
signalé que les genres de cette famille sont regroupés en cinq tribus Escherichiae,

Klebsielleae, Proteae, Yersiniae et Erwiniae.

1.5. Pouvoir pathogéne :

Les entérobactéries sont des bactéries rencontrées tres fréquemment en pathologie. Certaines
especes sont strictement humaines (salmonella typhi, ) d’autre humaines et
animales(nombreuse salmonelles, ecoli...) voir a dominantes animale, I’homme n étant qu’un
hote accidentel(brucella, pastorella,...) d’autre enfin ont pour réservoir principal le milieu

extérieur
Le tableau suivant représente les entérobactéries d’intérét médical les plus connues.

Tableau 2 : Les souches d’entérobactéries les plus reconnues (Avril et al., 2000 ; Grimont et
al., 2006 ; Denis et al., 2007 Sekhsokh et al., 2007)

Bactéries Especes Mode de Pouvoir pathogéne
transmission
Escherichia | - E. coli, - ’ingestion - pathogénes opportunistes
coli - E. albertii, d’aliments, Chez ’homme :

- E. fergusonii, - la transmission - infections intestinales :
- E. hermanii, hydrique, Diarrhées persistantes et
- E. vulneris, -la transmission aqueuses infantiles, du
- E. blattae. interhumaine voyageur, sanglantes, ....
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- le contact avec
les animaux de
ferme et leur
environnement.

- infections extra-
intestinales : infections
urinaires, septicémies,
prostatites, méningites.
Chez I’animal :

- Colibacillose des
jeunes animaux existe
chez toutes les
especes et constitue la
principale cause de
mortalité dans ce
groupe d’age.

- Entérites
colibacillaire

- Entérite toxémique
colibacillaire:

- Septicémie
colibacillaire:

- Affections pyogénes,
métrites, pyromeétres,
infections urinaire,
arthrites

Grosse téte, alvéolite,
septicémie, diarrhées,
infection du sac vitellin,
arthrites.

Shigella

- S. dysenteriae
- S. flexneri

- 8. boydii

- S. sonnei

- La transmission
est directe ou
indirecte par voie
fécale-orale a
partir d'un malade
ou d'un porteur.

- Les mauvaises

pratiques
d'hygiéne
contribuent a
propager
l'infection de

facon directe, par
contact physique,
ou de fagon
indirecte, par
contamination des
aliments.

- La transmission
par l'eau, le lait,
les blattes et les

-chez ’homme.

dysenterie bacillaire stricto
sensu,

-des colites infectieuses chez
I’adulte

- des gastroentérites chez
I’enfant

-des ulcérations de la
muqueuse intestinale et une
réaction inflammatoire.
-Les localisations extra-
digestives

: infections urinaires, des
arthrites, des méningites.
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mouches peut
survenir par suite
de la
contamination
fécale directe.

Salmonella | -Salmonella enterica -élimination  des | Chez I’homme

-Salmonella bongorii, salmonelles : les | - les salmonelles majeures :

-S. typhi, matiéres fécales, | agents des fiévres typhoides

-S. paratyphi 4, les urines | et paratyphoides.

-S. paratyphi B, -S. paratyphi C (maniére - septicémies par
inconstante) envahissement des ganglions
-absorption d’eau | mésentériques.
ou d’aliments | - Les sérovars « mineurs » :
contaminés, toxi-infections alimentaires,

directement  ou | gastro-entérites, diarrhées et

indirectement, par | vomissements.

des excréments. Chez I’animal :

e Agent de la pullorose
typhose : poulets,
dindons et autres
especes volailles.

e avortements chez les
petits ruminants (3-
5é mois).

Yersinia Y. enterocolitica - transmission par | Chez ’homme :
voie féco-orale : | -entérocolite chez le jeune
I’ingestion enfant,
d’aliments ou | -adénite mésentérique chez
d’eaux l'adolescent et 1'adulte jeune.
contamingées, -Les formes septicémiques :

-par un contact | rares, terrain fragilisé,
avec des animaux | immunodéprimé,
ou des personnes | manifestations cliniques :

infectées. abceés profonds, endocardite,
-transmissions méningite, etc.).
nosocomiales chez ’animal :

- transmission par | Psedotuberculose

des produits

sanguins infectés

Enterobacter | E. cloacae, Chez I’homme :
E. aerogenes, -pathogéne opportuniste
E. -infections urinaires,
agglomerans, -bactériémies,
E. gergoviae, - méningites,
E. sakazakii, - suppurations diverses.
E. asburiae Chez les animaux :
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E. intermediusEnterobactercloacae pleurésies, méningites ou
complexe et Enterobacteraerogenes pyélonéphrite
Klebsiella | KlebsiellapneumoniaeKlebsiellaoxytoca -infections spontanées (25 %
des cas)

-infections nosocomiales
-infections diverses :
infections suppuratives,
urinaires, respiratoires,
hépatiques intra-abdominales,
bactériémies, fascites
nécrosantes...

-infections urinaires,
infections
respiratoires, bactériémies,
infections neuro-méningés
post traumatiques ou post

chirurgicales.
Chez ’animal :
- métrites jument,
infections
respiratoires et urinaires
chien,
mammites vaches
Serratia -Serratiamarcescens,
-Serratialiquefaciens, Chez I’homme
-Serratiaproteomaculans, - -peu pathogénes pour les
Serratiagrimesii, sujets sains mais
-Serratiapolmuthica, -’infections hospitalieres
-Serratiarubidaea, parfois épidémiques,

-endocardites, ostéomyélites
Chez I’animal :

Provoque des mammites
Subclinique
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2. Les entérobactéries et I’antibiorésistance :

2.1. Notion générale sur les antibiotiques :

2.1.1. Définition des antibiotiques :

Les antibiotiques sont des molécules naturelles ou synthétiques capables de détruire les
micro-organismes ou du moins de limiter de manicre significative leur multiplication.

(Cristian, 2008).

Ils agissent spécifiquement sur des cibles moléculaires perturbant une étape essentielle du
métabolisme des bactéries (synthése protéique, synthése des acides nucléiques, réplication,

transcription, transport transmembranaire...) ( Belouni et al ,2009).

2.1.2. Les antibiotiques utilisés en médecine vétérinaire :

La plus part des antibiotiques sont utilisés en médecine vétérinaire contre les infections causés

par les entérobactéries son représenter dans I’annexe 01.

2.1.3. Les mécanismes d’actions des antibiotiques sur les Entérobactéries :

Les antibiotiques, contrairement aux antiseptiques, agissent sur les bactéries en général en

inhibant des fonctions physiologiques précises comme c’est présenté dans la Figurel.

Pour exercer leur action, ils doivent se lier a des cibles moléculaires spécifiques le plus

souvent intracellulaires. (Bingen, 2006 ; Courvalin ,2006 ; Leclercq 2006)

Par conséquent, les antibiotiques peuvent exploiter ces différences et détruire les «
envahisseurs » sans dommages significatifs a 1’hote humain. (Perry, 2004 ; Staley et Lory,

2004)).
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Figure 2 :Les différents modes d’action des différents antibiotiques sur les bactéries a
GRAM-+ et GRAM- . Antibiotique : mécanismes d’action et de résistance (mimobio,
2019)

1.2. Le phénoméne de L'antibiorésistance:

La définition de l'antibiorésisstance différe d'un auteur a un autre.

v' Selon le clinicien une fois que le traitement n'est pas efficace on parle
d'antibiorésistance (AFSSA, 2006)

v On dit qu'une bactérie est résistante a un ATB (antibiotiques) une fois qu'elle supporte
des concentrations inhibitrices de ces antibiotiques supérieurs aux concentrations

supportées par l'organisme sans atteindre les doses toxiques (FERRON, 1994)

Selon I’AFSSA (2006), la résistance est une réponse physiologique des bactéries a tout usage

d’antibiotiques. Cette réponse peut étre liée a des genes de résistances qui existent méme

avant la découverte de l'usage des antibiotiques.
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2.2.2. Les différents mécanismes d’antibiorésistance des entérobactéries :

les entérobactéries sont représentés dans la figure 03 :

a. diminution de la perméabilité de la paroi,
b. expulsion par les pompes a efflux,
c. résistance par modification de la cible,

d. inactivation enzymatique,

Les quatre mécanismes de résistance fréquemment retrouvés chez les bactéries Gram - dont

Reéplication de I'ADN :
acide nzlidixique
quinolones (ADN gyrase)

Assemblage de la
membrane cytoplasmique :
gramicidines

Transcription de
I'ADN : rifamycines
(ARN polymérase)

T

Biosynthése de la
thymidine

Biosynthése des
purines : sulfamides
(DHPS)

ADHF
1
ADHP
f

APAB

S CSESE

riméthoprime (DHFR) | /T:'F;":

Synthése du peptidoglycane et assemblage de
la membrane externe :

B-lactamines, y-lactamines
(PLP : transpeptidases et carboxypeptidases)

glycopeptides
lipoglycopeptides
bacitracines
fosfomycine
cyclosérine

C 2 ¢ ) Go3

Traduction de I'ARN messager :

aminosides-aminocydlitols
tétracyclines
(sous-unité ribosomale 30S)

macrolides-lincosamides
chloramphénicol

acide fusidique

(sous-unité ribosomale 50S)

Figure 3 : Les mécanismes d’action des antibiotiques (Paul. Roy, 1997).

2.2.3. L’origine de ’antibiorésistance :

Il existe deux types d’antibiorésistance rencontrés chez les bactéries :

2.2.3.1. Résistance naturel :

Il existe des bactéries qui résiste naturellement aux ATB on dit que ces dernieres sont dotées

d’une résistance naturel a tel ou tel antibiotique

.La résistance naturelle est un caractére

présent chez toutes les souches appartenant a la méme espece, constitue un critére

d’identification stable d’une espece. Elle est programmée

l'intérieur du taxon (Diallo, 2013). Elle transmise a la descendance mais

10

sur le génome et constante a

pas ou peu
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transmissible sur un mode horizontal (Sekhri, 2011). Concernant la sensibilité aux Béta
lactamines.les entérobactéries sont classiquement divisées en quatre classes (Denis et

al.,2007) :

» Celles qui ne produisent pas naturellement de béta-lactamase comme Salmonella et
Proteus mirabilis ou produisent une céphalosporinase a trés bas niveau comme
Escherichia coli et Shigella (classe 1) ;

» Celles qui produisent naturellement wune pénicillinase commeKlebsiella,
Citrobacterdiversus, Citrobacteramalo-naticuset Escherichia hermanni (classe 2) ;

» Celles (les plus nombreuses) qui produisent naturellement une céphalosporinase
(classe 3) ;

» Celles qui produisent a la fois une pénicillinase et une céphalosporinase comme
Yersinia enterocolitica (classe 4).

» D'autres enzymes particuliéres ne rentrent pas dans cette classification : céfuroximase
de Proteusvulgaris et Proteuspenneri ou Béta-lactamase a spectre étendue (BLSE)

chromosomique de Kluyvera ,Rahnella , Citrobactersedlakii et Erwiniapersicina.

Selon Scott (2009) et Guerin -Faublee (2010) Ces résistances sont retrouvées dans I’ensemble
des souches d’'une méme famille d’antibiotiques et représentent donc le spectre d’activité

naturel des familles et sous-familles d’antibiotiques.

2.2.3.2. Résistance acquise :
Plus inquiétante, la résistance acquise entraine la résistance a un ou plusieurs antibiotiques
auxquels la bactérie était sensible auparavant. Cette résistance peut survenir via une mutation
(directement sur le chromosome bactérien) ou plus fréquemment par acquisition de matériel
génétique mobile (plasmide, transposon, intégrons ...) permettant dans les deux cas de

contourner I’effet délétere de 1’antibiotique (Scott, 2009 ; Guerien-Faublee, 2010).

En général, les mutations permettent aux bactéries de se doter d’une résistance a un
antibiotique ou une famille d’antibiotique, alors que, via un plasmide (Galimand et al., 2005)
.Elles peuvent acquérir simultanément une résistance pour plusieurs antibiotiques ou plusieurs

familles d’antibiotiques.(Diallo ,2013) .
2.2.4. Les déférentes mesures de la résistance aux antibiotiques :

Toutes bactéries ne réagissent pas de la méme manicre face a un antibiotique donné. 11

nous est alors possible de mesurer la réponse d’une souche bactérienne face a un ou plusieurs

11
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antibiotiques particuliers. Pour ce faire, il existe plusieurs techniques parmi ces techniques on

site :

e Le Calcul de la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) et de la Concentration
Minimale Bactéricide (CMB): cesontdes tests statiques permettant de mesurer
biologiquement in vitro la résistance d’une bactérie. Des indicateurs sont calibrés et
standardisés pour des conditions de culture précises afin de pouvoir comparer les

valeurs des souches étudiées en limitant les biais (AFSSA, 2006 ; Scott, 2009).

e La réalisation d’un antibiogramme dont I’interprétation repose sur I’évaluation de la
CMI en fonction du diametre d’inhibition. Il permet de classer les souches selon les

trois groupes Sensibles (S), Intermédiaires (I) et Résistantes (R) (Puyt, 1996).

2.2.5. Risque posé a la santé publique :

Malgré un intérét majeur de recourir aux antibiotiques en médecine vétérinaire dans la lutte
contre les maladies infectieuses bactériennes ou encore ’amélioration de la qualité du produit,

la vigilance reste de mise compte tenu des risques pour la santé animale et la santé publique

(OMS ,2018 )

Parmi les risques majeure issue de la consommation abusif des ATB soit en médecine
vétérinaire ou bien humaine deux problémes majeure s’impose : L’impasse thérapeutique lors
des infections et la transmissions des bactéries résistante voire multi résistantes ou encore des
genes de résistances entre ’homme et ’animal qui a pour conséquences la création de ce
qu’on appelle réservoir de génes de résistance car ces résistances peuvent étre aussi transmise

a des bactéries commensal(OMS, 2018)

2.2.6. Transmission des résistances de I’animal a ’homme :

La diffusion de germes pathogeénes entre I’homme et I’animal est connue depuis longtemps
mais les descriptions de transmission des résistances des animaux vers les hommes restent

rares (Andremont, 2000 ; Madec, 2013).

Le mode de transmission principal intervient par les denrées alimentaires d’origine animale.
Le cas le plus récurrent concerne la contamination de la viande a I’abattoir par les bactéries
digestives. Ces contaminations a l’origine des Toxi-infections Alimentaires Collectives

(TTAC) sont trés souvent dues a 1I’ingestion par I’homme des bactérie digestive comme c’était

12
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le cas de I’épidémies a Salmonella Heidelberg aux USA en 2011. (CDC, 2011). Des études
ont mis en évidence le transfert de Salmonella résistantes provenant d’un animal vers

I’homme via I’alimentation (Teuber, 2001 ; Madec, 2013).

La deuxieme voie de dissémination des résistances concerne les contacts rapprochés entre
animaux et humains (Madec et al, 2012a). Ce mode de transmission s’illustre par la diffusion
au Danemark d’un clone montré¢ la présence d’E.coli producteurs de CTX-M-1 chez les porcs,
le personnel de la ferme et dans le fumier. Les souches porteuses présentaient une grande
diversité génétique mais les plasmides porteurs appartenaient tous au groupe d’incompatibilité
IncN et étaient soit treés proches, soit non distinguables, indiquant la possibilité de transfert
horizontal de ces plasmides entre animal et homme a travers des lignées d’E. colimultiples

(Moodley et Guardabassi, 2009).

En Chine, la présence de souches d’E. coli porteurs de plasmides codant pour les génes
0oqxA et ogxB de résistances aux quinolones ont ét¢ isolées chez les porcs (39%), les €leveurs
(30,3%) et les prélévements environnementaux des mémes ¢élevages. Les éleveurs n’avaient
aucun antécédent de traitement aux fluoroquinolones. De la méme maniére qu’au Danemark,
les souches ne présentaient pas de relation clonale (Zhao et al., 2010). Les agriculteurs et leur
entourage peuvent ainsi représenter un réservoir de BRAs important pour le milieu

communautaire . (Guyomard - Rabenirina, 2016).

Donc les bactéries les plus inquiétantes dans le cadre de transmissions de résistances entre
I’animal et ’homme concernent essentiellement les bactéries zoonotiques tel que Salmonella
et les bactéries de la flore commensale notamment entérobactéries. (Toutain, 2007 ;

Kesteman, 2009).

Méme si cette voie parait minime comparée a 1’apparition et la diffusion de résistances via la
sur consommation ou la mauvaise utilisation des antibiotiques, il est trés important de garder
en téte cette possibilité afin de lutter au mieux contre cette voie de diffusion (hygiene des

chaines d’abattage, hygiene des techniques d’¢élevage etc.) (Guyomard-Rabenirina, 2016)

Pour finir les chercheures dans le domaine de la transmission de résistance entre homme et
animaux ont mis I’hypothése de la transmission directe a partir des animaux de compagnie

de maniere bidirectionnelle mais elle n’est pas encore évidant (Guyomard-Rabenirina, 2016).

La figure 05 présente si dessous illustre les différentes voies de transmissions des résistances

entre ’environnement, ’homme et ’animal et nous montre combien tous ces mécanismes

13
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sont interconnectés. Elle met en évidence que I’existence de I’antibiorésistance doit étre
traitée comme un probléme global, avec tous ses Les antibiotiques et le phénomeéne
d’antibiorésistances parametres, et non comme un probléme qui ne concernerait que I’homme

ou que I’animal sans interconnexion.

Flux de bactéries multirésistantes dans différents
écosystémes (exemple des Entérobactéries BLSE+)

Nursing Homes E e E Intercontinental travel
] . 1]

Figure 4 : Schéma présentateur d’un exemple de flux d’antibiorésistance des Entérobactéries
EBLS dans un écosystéme. (Youri,2013)
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Materiel et méthode

1. Objectif et cadre d’étude :

Notre travail a été réalisé au niveau de laboratoire des analyses microbiologiques de la faculté

de la science exacte et la science de la nature et de la vie-Tébessa.
L’objectif de notre travail a été :

* L’isolement et d’identification des bactéries a partir des prélévements cliniques animale.

» L’¢tude de la prévalence des entérobactéries dans les pathologies animales.

2. Matériel :
2.1. Appareillages :

e Microscope optique

e Balance

e Agitateur magnétique
e Autoclave

e FEtuves d’incubation 37 °C
e Bain marie

e Frigo

e Agitateur

e Bec Bunsen

e Portoirs.

e Anse de platine

e Spatule métallique

e Four pasteur.
2.2. Verrerie :

e Flacons en verre de 250 ml avec des bouchons a vis métallique
e Pipettes pasteurs stériles

e Béchers

e Boites de pétri

e Tubes a essais stérile
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o Les lames et lamelles
2.3. Produits et réactifs utilisés :

e [ 'eau distillée stérile

¢ [ ’eau physiologie stérile. :

¢ Produits de Coloration du Gram (Violet de Gentiane, Lugole, Fushine, Ethanol, huile
de vaseline).

¢ G¢lose nutritif

¢ Bouillon d’enrichissement

¢ G¢lose au sang

e Chapman pour I’isolement des bactéries Gram +

¢ Hektoene pour I’isolement des bactéries Gram —(entérobactéries)

e Milieu Mac Conkey pour I’isolement des bactéries Gram -.

e Drigalski (milieux d’isolement pour les Gram-)

3. Méthode de prélévements :

Les différents prélevements utilisés ont étais pris par des Médecines vétérinaires selon les
méthodes microbiologiques adéquates pour €viter toutes contamination externe. Ces dernicres

seront détaillées dans (I’annexe 02).

4. Conservation et traitement des prélévements :

Tous les prélevements ont €té identifiés et conservés dans uneglaciere réfrigérée pour les
transporter au laboratoire d’analyse. Les examens bactériologiques ont été effectués dans

les24 heures suivant le prélévement aprés conservation des échantillons a 4 °C.

5. Isolement et pré- identification des bactéries :

L’examen bactériologique des prélévements a été effectué selon le protocole suivant (figure
5).
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Lait
Prélévements Pus
Matiere fécal

Mise en culture

Examen directe par la
coloration de Gram

Enrichissement en

Isolement sur gélose bouillon

7
Culture pure

v

Conservation

Figure 5: Schéma général de la démarche de I'analyse bactériologique (Denis, 2016).
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5.1. Isolement :

Une série d’ensemencements du lait, pus et maticre fécal a été effectuée dans le bouillon
d’enrichissement non sélectif : avec 50 a 60ul du prélevement et sur gélose nutritif. Ils ont été

incubés a 37°C, pendant 24 a 48 h.
5.2. Purification et repiquage :

Apres incubation, on a fait un examen de culture sur gélose.

» Cultures négatives : on a réalisé un repiquage sur gélose nutrétif a partir du bouillon
d’enrichissement ensemenceé.

» Cultures positives ; on a fait une purification sur les milieux sélectifs suivants :

* Mac conkey : milieu sélectif pour les bactéries a Gram — (les entérobactéries).

* Chapman : C’est un tres bon milieu sélectif pour les bactéries a Gram +

Les boites ont été mises en incubation a 37c pendant 24h.

6. Etude des caractéres morphologique :
6.1.1 Examen macroscopique :

L’examen macroscopique est basé sur I’observation macroscopique des colonies obtenues sur

milieu gélosé (la forme et la couleur de colonie, texture ainsi que la couleur de gélose).

6.1.2. Examen microscopique :

Aprées I’examen macroscopique et a ’aide d’une anse de platine, On préleve de chaqueboite
des colonies suspectées bien isolée sur lesquelles sera effectuée une coloration de Gram

(annexe 03
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Résultat et discutions :

7. Présentation des prélévements :

La répartition des préleévements selon leur nature, type de I’animale et type de pathologie sont

présentées dans le tableau suivant :

Résultats et discutions

Tableau 3 : Les informations a propos des différents prélévements utilisés dans notre étude

Type du Type de ’animale Type de pathologie Nombre de
prélévement prélévements
Lait brebis mammite 2
vache mammite 7
Chevre mammite 3
Pus Ovin Abces partie broncho 1
céphalique
abces deltoidien 1
Chat Abces partie abdominal 1
Matiére fécal Matiere fécal 01 : | Gastro entérite 1
chien

8. Etude bactériologique des prélévements :

9. Répartition des isolements selon le type de prélévements :

Apres les analyses bactériologiques, on a trouvé que 78,60% des bactéries sont isolées a partir

du lait, 14,3% du pus et seulement 7,1 % de la matiere fécales (figure 6).
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M lait

Mpus M matiérefécal 7,40%

Figure 6 : Répartition des isolats selon le type de prélévements

Les résultats montreunnombre élevé des prélévements de lait réaliser par rapport aux pus et la

matiere fécale, vu la prévalence élevée des infections des mammites par rapport aux autres

pathologies

10.Répartition des isolements :

Les résultats des analyses bactériologiques des différents prélévements sont mentionnés dans

le tableau 04.

Tableau 4 :représentation des isolements des cultures bactériennes

Prélévements Nombre Pourcentage
Pur 05 31,25%
Co-infecté 09 56,25%
Contaminé 02 21,5%

Nos résultats ont montrés que la plus grande proportion des prélévements étais Co-infecté

c’est a dire elle représente 2 Germes par un pourcentage de 56.25% suivie respectivement de

31.25 % pour les cultures pures et 21.5% pour les cultures contaminés (elles pressentent plus

de 2 germes).
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La prédominance d’un seul germe peut constituer un obstacle pour le développement d’autres
germes. Par contre selon Hanze (2009), La flore se limite habituellement a la présence de
uniquement un voire deux germes pathogenes par préleévement. Alors que, L’isolement de 3
germes par prélevement est de ce fait accepté et révele un taux de contamination relativement

bas.

Les proportions de prélevements poly bactériens principalement les prélevements connectés et
ont étais probablement élevées. Nous attribuons ces résultats aux contaminations qui ont pu se
produire lors des prélévements, des mauvaises conditions de transport qui ont pu conduire a la
multiplication des flores contaminants et a I’augmentation des résultats de cultures poly-
bactériennes dites contaminées, et en particulier a une surestimation du pourcentage de

coinfections.

Le risque de contamination lors de la phase analytique au laboratoire semble en revanche

extrémementfaible.

11.Répartition selon le type de bactéries :

Letableau 5 montre la répartition générale des isolats selon le type de bactérie

Tableau 5. Répartition des isolats selon le type de bactéries

Type de Gram+ (21,42%) Gram- (78,57%)
prélévements
Autre bactéries Entérobactéries
Nombre % Nombre % Nombre %

Lait 05 22.72% 2 9.09% 15 68.18%
Pus 01 20% 00 00% 80%
Matieére fécale 00 00% 00 00% 2 100%
Totale 6 21,42% 02 7,14% 20 71.4%
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W Gram +

W Gram-

Figure 7 :Répartitions des bactéries selon le type de Gram

Sur 12 prélévements du lait, les bactéries a Gram négative ont été présentées dans 77,28%

des cas. Alors que, les bactéries Gram positive n’ontprésentés que 22.72% des cas.

Les entérobactéries ont étésles germes les plus fréquemment isolés. Selon Gay et al., (2010) .
E. coli est le germe le plus présent avec 49%. La fréquence importante des entérobactéries a
¢té probablement imputables a la fréquemment isole de prélévement infectieux dans presque

toutes les filiéres animales.

La fréquence importante des entérobactéries a été probablement imputables a la médiocrité
des conditions d’hygiéne de certains €levages visités, car elles se sont développées dans la
litiére et ont contaminé les mamelles. De plus, la tétée des agneaux apporte une flore

extérieure a celle de la mamelle qui pourrait étre responsable de ces mammites (Scott et Jones

1998).

Les mammites a coliformes sont une cause majeure (30 a 50 %) de maladie au niveau des
¢levages performants de vaches laitiéres ce quiconvient au résultat qu’on a. Les coliformes
sont présents dans les féces et sont des agents ubiquistes dans la ferme laitiere. Escherichia
coli est le coliforme le plus souvent isolé lors de mammite. Une mammite a E. coli peut
survenir chez n’importe quel mammifére, mais elle est plus fréquente chez les bovins.(Morin,

2009).
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Sur 3 prélevements de pus réalisé les Gram — sont les plus dominants avec un pourcentage

80%.

e Pour le pus 02 c’était une infection a mycobactérie (Gram +)

e Pour le pus 01 et le pus 03: infection a Gram - : 2 proposition s’impose : soit c’est
une infection a fusobactériume (Bactéries a Gram — responsable des abcés chez
ruminants ).ou bien c’est la présence d’une 1ésion et son infection par des bactéries

provenant de I’alimentation ou bien de I’eau contaminé.
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Conclusion :

Les résultats de notre étude a dévoilés que la plus part des infections survenus chez les
animaux sont provoquées par les bactéries a gram négatif et principalement les
entérobactéries, avec une prévalence de 71,4%. Cette prédominances est due a leurs présence
dans I’environnement des animaux soit dans la litiére, dans I’eau et parfois mémé dans leurs
alimentation.

En perspective, et vu le taux élevée des infections a entérobactérie ainsi que la possibilité de
la transmission de ces bactéries a I’homme par contacte directe ou indirecte via la chaine
alimentation, il sera fortement intéressant de compléter ce travailpar I’étude de profil de
résistance de ces types de bactéries voir la possibilité de la transmission de cette résistance a

[’homme.
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Annexes

Annexe 1 : Les antibiotique utiliser en médecine vétérinaires

Tableau 5 : Tableau qui démontre les antibiotiques utilis€é en médecine vétérinaire.

Famille

Béta-lactamines

Polymexines

Aminosides

Tetracyclines

Phénicolés

Sous famille

Pénicilline

Céphalosporine

Molécule

e Pénicilline G
(Naturelle )

o Oxacilline et
Cloxacilline
(groupe M) (semi
synthétique)

e Ampicilline et
amoxicilline
(semi
synthétique)

o Céfalotine,
Céfalexine
génération).

e Céfalonium (2¢me
génération)

o Céfopérazone,
Ceftiofur (3éme
génération)

e Cefquinome
(4éme
génération).

(lere

Colistine
Bacitracine

-gentamicine,
-amikacine,
netilmicine,
tobramycine,
isépamicine,
néomycine,
streptomycinespecti
nomycine.

Oxytétracycline,
chlortetracycline

Florfénicol

Mode d’action

Elles se fixent préférentiellement sur certaines
des protéines de liaison aux

pénicillines (PLP) qui sont des enzymes de la
phase terminale de la synthése du
petidoglycane (transpeptidases,
carboxypeptidases) catalysant les liaisons entre
les chaines peptidiques dans la

paroi des bactéries. Les béta-lactamines jouent
le role d’un substrat formant une liaison stable
avec certaines PLP et bloquent I’action de ces
derniéres. Ce sont des produits bactéricides
temps dépendants(Nauciel et Vildé,2005)

Ces antibiotiques exerce leurs action létale en
interagissant avec la membrane de la bactérie
(au niveau de ses LPS) en augmentant la
perméabilité membranaire de la bactérie ainsi
que I’inhibition de la phosphorisation oxydatif
du métabolisme énergétique.(Fauchér et Avril
.2002)

Cette famille exerce son action 1étale en se liant
a la sous-unité 30S des ribosomes des bactéries
générant une accumulation d’erreurs de
transcription au sein des protéines de la bactérie
(Singleton,2005)

IIs agissent au niveau de la sous unité 30S du
ribosome en inhibant la phase d'élongation de
la chaine polypeptidique, en empéchant la
fixation de I'aminoacyl-ARNt (Bryskier, 1999).

Inhibition de la peptidyl-transférase, en se
fixant sur la sous-unité 50S du ribosome
bactérien (Wareham et Wilson, 2002)



Sulfamides

Quinolone

Sulfaguanidine,
sulfadimidine,
sulfadiméthoxine

Acide nalidixique,
Acide pipémidique,
Acide
oxoliniqueFluméqui
ne

Fluoroquinolones

PETTOXAECTHEOTIOXAC
ineNorfloxacineCip
rofloxacine

Annexes

Les sulfamides inhibent la dihydroptéroate
synthétase (DHPS), précurseur de 1'acide
dihydrofolique et par ailleurs jouent sur cette
méme étape le role de faux substrat en se
substituant a I'acide para-aminobenzoique, de
structure chimique proche. (Lambet,1995)

Ils agissent sur deux enzymes impliquées dans
cette synthése:

ADN gyrase (cible principale des BGN) il
forme un complexe ADNgyrase-Quinolones
qui va bloquer la progression de I’ADN
polymérase bactérienne au cours de la
réplication

ADN topo- isomérase [V L’interaction entre
I’ADN, quinolone et topoisomerase stimule la
coupure de I’ADN et inhibe la relégation.
(Hooper, 2002).



Annexe

Annexe 2 : Technique de prélévement du lait :

La valeur de I’examen bactériologique du lait de mammites dépend en grande partie de la
qualité du préleévement, qui dépend de la technique de I’opérateur. (Pfizer, 2009) :

- Lavage des mains.

- Lavage et séchage des trayons.

- Désinfection de I’extrémité du trayon a I’aide d’un coton imbibé d’alcool a70°.

- Elimination du premier jet de lait.

- On saisit le flacon a prélévement entre le pouce et les doigts de la main droite et on

retourne le flacon de fagon a diriger le bouchon vers le bas.

- On dévisse le bouchon de la main gauche et on le porte entre I’index et le majeur de la main
droite. Tube et bouchon ont alors leurs ouvertures dirigées vers le bas afin d’éviter toute
contamination.

- On saisit alors le trayon de la main gauche, on le ramene en position horizontale et on trait
dans le flacon incliné un peu plus de 10 millilitres de lait.

- On referme le flacon avant de le redresser.

- On identifie aussitot le flacon avec la date, le numéro de la vache et la quartier prélevé.

Lorsque I’on préleve plusieurs quartiers, on respecte un ordre de prélevement inverse
de 'ordre de désinfection, afin d’éviter de toucher un trayon non prélevé avant de le prélever.

Figure 8:Technique de préleévement du lait pour examen bactériologique (Pfizer, 2009).



Annexe 3:

Annexe

Coloration de Gram :

e (est la coloration de référence en bactériologie. Elle est réalisée comme suit et le

résultat obtenu a chaque étape est schématis¢ dans la figure si dessous.

e Sur frottis fixé a la chaleur.

(@)
(@)
(@)

O O O O

O

recouvrir la lame de violet de gentiane : 1 minute , rejeter le violet de gentiane
recouvrir de lugol: 1 minute ; rejeter le Lugol ;

décolorer a I’alcool, la lame étant tenue inclinée. La durée de décoloration a
l'alcool est variable selon I'épaisseur du frottis. En pratique, la durée de
décoloration est suffisante lorsque ce qui s'écoule en bas de la lame inclinée est
devenu clair ;

stopper la décoloration par un nouveau lavage a l'eau

recouvrir la lame de fuchsine diluée, 30 secondes al minute ;

laver a I'eau .

sécher entre deux feuilles de papier filtre, puis a la chaleur ;

examiner a l'immersion.

e Les bactéries a Gram positif doivent apparaitre colorées en violet et les bactéries a
Gram négatif en rose.



Annexe

Annexe 4 : Les informations a propos des différents prélévements utilisés

dans notre étude

Tableau 6. Les informations a propos des différents prélevements utilisés dans notre

étude
Type du type de type de pathologie Nombre de
prélévement I’animale prélévements
Lait brebis mammite 2
vache mammite 7
chevre mammite 3
Pus Ovin Abces partie 1
broncho céphalique
abces deltoidien 1
Chat Abces partie 1
abdominal
Matiére fécal | Matiere fécal 01 : | Gastro entérite 1

chien




