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Résumé

L’objectif de ce travail est I’isolement de souches d’Enterococcus spp. Et leur caractérisation
phénotypique. Pour cela, 185 prélevements rectaux chez poulet de chair issus des différents
abattoirs de la wilaya de Tizi-Ouzou ont été réalisés.

L’étude de la résistance des souches aux antibiotiques a été réalisée selon la méthode de
diffusion des disques sur la gélose Mueller Hinton. La formation de biofilm des isolats est
testée par la méthode de plaque de culture de tissus. Les résultats obtenus montrent une
fréquence d’isolement d’Enterococcus spp de ’ordre de 32,43%. De fortes résistances vis-a-
vis de la tétracycline (86.66%) et de I’érythromycine (53.33%) ont été observées. Par ailleurs,
des résistances relativement faibles sont enregistrées a 1’encontre de la pénicilline,
I’ampicilline, la ciprofloxacine et de I’association triméthoprime/sulfaméthoxazole, avec des
taux de 33.33%, 31.66%, 23.33%, 20%, respectivement. Une seule souche est résistante vis-a-

vis les glycopeptides (téicoplanine).

Pour les facteures de virulances, huit (13.33%) souches avaient la capacité de dégrader la
gélatinase et uniquement 3 (5%) souches étaient hémolytiques. Tandis que, 54 (90%) souches
sont capable de former des biofilms in vitro.

La présente étude montre bien le risque sanitaire Associé a la présence d’Enterococcus chez
les animaux de rente. Pour cela, une politique basée sur I’application des régles de biosécurité

et les bonnes pratiques d’hygiéne, tout le long de la chaine de production, est nécessaire.

Mots clés : Enterococcus, Antibiorésistance, facteurs de virulences, hémolysine.
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Introduction

Les entérocoques sont des bactéries lactiques utilisés dans la transformation des
aliments, des bactéries anaérobies facultatifs, immobiles, dépourvus de capsule et & Gram
positif, ils ont une grande capacité a croitre et a se développer dans des conditions
environnementales hostiles (faibles et hautes températures, pH extrémes et salinité) (FRANZ
et al, 2002).

Ils se retrouvent principalement dans I’intestin humain et les animaux a sang chaud
(COURVAILIN, 1994 ; SPARO et al, 2011). Les plus étudiés sont les animaux d’élevages car
ils sont considérés comme source de contamination importante dans 1’alimentation humaine
En effet, les animaux d’élevages sont des sources importantes de bactéries contenant des
génes de résistance aux antimicrobiens. Bien que I’utilisation des antimicrobiens dans
I’aquaculture et 1’élevage a été réduit dans plusieurs pays, ces composés sont encore
couramment appliqués en production animale (RODRIGUES et al, 2020). De nombreux
antimicrobiens administrés aux animaux sont identiques ou apparentés a ceux utilisés en
médecine humaine (TOLLEFSON et KARP, 2004), conduisant ainsi a la sélection et a
I’émergence de bactéries multi-résistantes (BMR), notamment aux carbapénemes, aux
cephalosporines a spectre étendu, a la colistine, aux fluoroquinolones, a la méticilline et aux
glycopeptides (KOUTSOUMANIS et al, 2021).

Au cours des trois dernieres décennies, les entérocoques sont devenus les pathogénes
humains nosocomiaux les plus courants (SELLECK et al, 2019). Ils sont apparus comme un
agent pathogéne nosocomial important apres les staphylocoques qui sont la principale cause
d'infections nosocomiales dans le monde (SAKKA et al, 2008). Aujourd’hui, les infections a
entérocoques posent de sérieux problemes de santé publique liés a la capacité intrinséque de
ces bactéries a tolérer et a résister aux différents antibiotiques, en particulier les entérocoques
résistants a la vancomycine (ERV). De plus, les entérocoques peuvent développer rapidement
une résistance aux antimicrobiens de dernier recours utilisés pour traiter la résistance aux
glycopeptides et a plusieurs medicaments, tels que la quinupristine-dalfopristine, le linézolide,
la daptomycine et la tigécycline (AHMED et BAPTISTE, 2018). De plus, les entérocoques
sont capables de transférer des déterminants de résistance soit a leur propre espece, soit a
d'autres pathogenes (BORTOLAIA et GUARDABASSI, 2015), soit a des bactéries non
pathogenes, dans le tractus humain ou animal, dans I'environnement, voire dans les aliments,
contribuant a la diffusion et la persistance de la résistance aux antimicrobiens (PESAVENTO
et al, 2014).



Introduction

Outre la résistance aux antibiotiques, les entérocoques sont capables de produire des
facteurs de virulence potentiels. Ces derniers peuvent renforcer leur pathogénicité en
permettant la colonisation et I'invasion des tissus de I'hote, la translocation a travers les
cellules épithéliales et I'évasion de la réponse immunitaire de I'h6te. Ces facteurs de virulence
putatifs tels que les substances d'agrégation, les adhésines, I'hémolysine, la hyaluronidase et la

gélatinase, jouent un réle important dans I'établissement de I'infection (RAMOS et al, 2020).

Le présent travail a pour objectifs, I’isolement des entérocoques au niveau du portage
intestinal chez le poulet de chair et la caractérisation phénotypique des souches isolées, via la
mise en ¢évidence de quelques facteurs de virulence, tels que 1’hémolyse, la gélatinase, la

formation de biofilm in vitro et la résistance aux antibiotiques.
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Chapitre | : Généralités sur les Entérocoques

1 Historique

Apres Therncelin, le premier & identifier les entérocoques en (1899), également le
premier a utiliser le terme diplocoques, viennent ANDREWS et HORDER, qui I’on décrit en
1906 sous le nom de Streptococcus faecalis, pour désigner des bactéries potentiellement
pathogenes des patients souffrant d’endocardites et des bactéries ayant la capacité de former
des courtes chaines. En 1933, LANCEFIELD décrit les sérogroupes des streptocoques et
classe les entérocoques comme des Streptocoques du groupe sérologique D, avec certains
Streptococcus comme : Streptococcus bovis, Streptococcus equinus et Streptococcus suis
(GOURNIER et al, 1994 ; KLEIN, 2003). En 1937, SHERMAN a classé les genres de
Streptococcus en quatre sous-groupes : les streptocoques fécaux ou entérocoques, les
streptocoques lactiques, le groupe des viridans et les streptocoques pyogenes. En 1970,
KALINA suggére que Streptococcus faecalis et Streptococcus faecium devraient étre
transférés au genre Enterococcus. Ce n’est qu’avec I’avénement de la biologie moléculaire et
de nouvelles techniques, telles que la détermination du pourcentage G+C, le sequencage de
’ARNr 16S et I’hybridation ADN-ADN, que SCHLEIFER reclasse les bactéries
Streptococcus faecalis et Streptococcus faecium en Enterococcus faecalis et Enterococcus
faecium, respectivement (AGUILAR et al, 2012).

2 Habitat

Les entérocoques ont des propriétés intrinseques qui leur permettent de se répandre un
peu partout dans la nature. lls sont largement répartis entre le tube digestif de I'Homme, les
autres mammiferes, les oiseaux, les plantes, le sol et I'eau (KLEIN, 2003), qui sont les hétes
originaux des Enterococcus (ZHONG et al, 2017). Les entérocoques sont des germes
ubiquistes, capables de survivre sous une gamme de facteurs de stress environnementaux et
colonisent une large gamme de niches écologiques (FISCHER et PHILLIPS, 2009).
L’estimation de lhorloge moléculaire, ainsi que l'analyse de leur distribution
environnementale, la diversité phénotypique et la concordance avec les archives fossiles de
I'note, situent les origines des entérocoques a I'époque de la territorialisation animale entre
425 et 500 millions d’années (LEBRETON et al, 2017).

L’intestin de ’Homme est peuplé d’une concentration d’entérocoques de 1’ordre de
10° & 10’UFC/g (DRASAR et HILL, 1974). Parmi les espéces les plus isolées dans les feces,
on trouve E. faecalis, E. faecium et E. durans (MURRAY, 1990 ; LECLERC et al, 1996).
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Dans la plupart des contenus intestinaux d’animaux, on trouve E. faecalis, E. faecium
et E. hirae (DEVRIES et al, 1987), et dans les sources environnementales, il a été démontré
que E. faecalis, E. faecium, E. durans, E. raffinosus et E. gallinarum sont les especes les plus
dominantes (PINTO et al, 1999).

Dans les produits alimentaires, principalement dans les produits laitiers, les especes
d’Enterococcus les plus dominantes sont E. faecium, E. faecalis, E. durans (GIRAFFA,

2003).
Ainsi, dans les produits carnés, on trouve les espéces suivantes : E. faecium, E. faecalis, E.
casseliflavus, E. gallinarum et E. gilivus (PIMENTA et al, 2007)

Dans les échantillons végétaux d’ensilage d’herbe, E. munditii, E. casseliflavus et E.
sulfureus sont les especes les plus isolées (LECLERC et al, 1996). Dans les olives vertes

fraiches et fermentées, c’est E. faecium et E. faecalis qui prédominent (FERNANDEZ, 1983).

3 Classification

Le genre Enterococcus est placé selon la classification phylogénétique de Bergy en 1994

comme suit ;

e Domaine : Bacteria ou Eubactéria
e Phylum : firmicutes

e Classe : Bacilli

e Ordre : lactobacillales

e Famille : Enterococcaceae

En 1998, MONSTEIN a proposé de subdiviser le genre Enterococccus en groupe
d’especes. En 2011, 35 espéces ont été déterminées sur la base d’ARNr 16S (AGUILAR-
GALVEZ et al, 2012).

Le genre Enterococcus appartient au groupe des bactéries lactiques (LAB) et
représente le troisieme des plus grands genres des bacteries lactiques aprés Lactobacillus et
Streptococcus (FRANZ et al, 2011 ; HANACHI, 2018).
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4 Caractéristiques bactériologiques

4.1 Caracteres morphologiques

Les Entérocoques sont des Cocci & Gram positif, qui se présentent sous forme de
cellules ovoides qui Peuvent étre isolés, en diplocoque ou encore en chainettes (SCHLEIFER
et al, 1984). Généralement ils forment des colonies de couleur blanche et rarement jaune
comme, E. mundtii, E. casseliflavus et E. sulfureus (HIGASHIDE et al, 2005). Les
Enterococcus ont une taille comprise entre 0,6 et 2 um, ils sont généralement immobiles,

rarement capsulées et non sporulées (HIGASHIDE et al, 2005).

Figure 1 : Image d’un Enterococcus feacalis par microscope électronique a balayage (x4000)
(PORTENIER et al, 2003).

4.2 Caracteres culturaux

Le diagnostic des entérocoques se fait par culture ou par sérodiagnostic (CARIP et al,
2015), Ce dernier peut étre séparé des Streptocoques et des Pneumocogues par la modification
des milieux de cultures .Ces bactéries sont aptes a survivre dans des conditions hostiles de 6,5
% de Na ClI, dans du lait renfermant 0,1 % de bleu de méthylene, dans des concentrations en
sels biliaires de 40 %, ils sont également capables d’hydrolyser 1’esculine en" esculétine"
(noircissement—caractéristique™ du™ milieu" bile esculine) et tolérent une gamme de pH
comprise entre 4,4 et 9,6 (AGUILAR-GALVEZ, 2012). E. faecalis et E. faecium peuvent
survivre a une tempeérature de 60 ° C pendant 30 minutes, ce qui permet de les distinguer des

autres genres apparentés tels que streptococcus (FOULQUIE et al, 2006).



Chapitre | : Généralités sur les Entérocoques

4.3 Caracteres biochimiques

Un certain nombre de réactions biochimiques ont été décrites pour le diagnostic des
entérocoques et sont généralement catalase négative (SCHLEIFER et al, 1984), dépourvus de
cytochrome oxydase, de nitrate réductase et nécessitent des facteurs de croissance. De plus, la
plupart des entérocoques ne produisent pas d'indole ou de sulfure d'hydrogéne. Ils ont été
testés positifs pour VVoges-Proskauer, (SCHLEIFER et al, 1984).

Les entérocoques sont homofermentaires et produisent principalement de [l'acide
lactique et, dans une moindre mesure, de l'acétate et de I'éthanol. Les produits finaux du
métabolisme changent en fonction de la présence ou de l'absence d'oxygene. En milieu
anaérobie, l'acide lactique est le principal produit du métabolisme des sucres. Dans des
conditions aérobies, les métabolites sont I'acétate et le dioxyde de carbone. Ils sont capables
de métaboliser divers types de sucres tels que le lactose, le ribose, le tréhalose, le glucose et le
maltose (SCHLEIFER et al, 1984).

5 Epidémiologie des Entérocoques

Les entérocoques sont des habitants normaux du tractus gastro-intestinal de I’homme
et des animaux (FRANZ et al, 1999). Les sécrétions orales, les voies respiratoires supérieures,
la peau et le vagin peuvent également étre colonisés parce germe (CARIP et al, 2015).
L 'Enterococcus faecalis est I’espéce prédominante, la colonisation se produit habituellement
au cours de la premiére semaine de la vie. A 1’age adulte, la colonisation par E. faecalis est
presque omniprésente, mais ne représente qu’une fraction mineure du microbiote intestinal
chez I’héte normal (ARIAS et MURRAY, 2012 ; JONES et al, 1997). La colonisation
d’Enterococcus faecium est moins constante, bien qu’environ 25 % des adultes abritent cet
organisme, généralement a tres faible concentration La perturbation du microbiote intestinal
normal par D’exposition aux antibiotiques ou la transplantation de cellules souches
hématopoiétiques enrichit grandement 1’abondance des entérocoques fécaux et augmente

considérablement le péril d’infection sanguine subséquente (LECLERCQ, 2006).

E. faecalis est responsable d’environ 80% des infections dites entérococciques,
(KUHAN et al, 2003). I est rare que d’autres espéces, comme Enterococcus gallinarum et
Enterococcus casseliflavus, soient associées a une infection invasive, mais ces organismes se

distinguent par leur faible résistance a la vancomycine. Le séquengage du génome entier
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montre que la flore indigéne du patient est la source d’infection entérococcique dans la

plupart des cas.
6 Pathogénicité des Entérocoques

Les Entérocoques ne sont pas des microorganismes invasifs coléreux, qui ne causent
habituellement la maladie que chez les enfants dont la surface des muqueuses est
endommagée ou dont la réponse immunitaire est amenuisée. Leur affleurement spectaculaire
comme cause d’infection nosocomiale est principalement le résultat de leur résistance aux
antibiotiques couramment utilisés en milieu hospitalier (LECLERCQ, 2001 ; FLAHAUT et
al, 2011). Les molécules sécrétées et de surface cellulaire sont impliquées dans la
pathogenése. Des facteurs favorisant 1’adhésion, comme la protéine de surface EPS,
expliquent probablement la propension de ces organismes a causer une endocardite et des
infections urinaires. La capacité a former des biofilms facilite censément la colonisation des
cathéters urinaires et vasculaires. D’autres facteurs de virulence étudiés comprennent la
cytolysine, la substance d’agrégation, la gélatinase et le superoxyde extracellulaire (DRAMSI
et al, 2005).

7 Roles et applications des Entérocoques

7.1 Indicateurs de contamination fécale

En raison de leur ubiquité dans les matiéeres fécales et de leur aptitude a résister aux
différentes conditions physicochimiques et environnementales les entérocoques ont été
approuvés comme des indicateurs de pollution fécale humaine de I'eau et des aliments. Plus
récemment, du fait de leurs densités sur les mains, on les utilise comme indicateur d'hygiéne
des mains. Cependant, I'utilisation des entérocoques comme indicateurs de pollution ou de
contamination fécale humaine peut étre conflictuelle, parce que les entérocoques sont
également présents dans les excréments des animaux (HARWOOD et al, 2000 ; Layton et al,
2010), dans les sols (FUJIOKA et YAPPANAHALLI, 2004 ; GOTO et YAN, 2011).

7.2 Applications des entérocoques en produits laitiers

L'utilisation des entérocoques dans les fromages est tres contestée. Les etudes sur la
microflore des fromages traditionnels dans les pays méditerranéens, qui sont produits
singuliérement a partir du lait cru de brebis ou de chevre, et moins fréquemment a partir de

lait de vache, ont montré que les entérocoques jouent un réle étendu dans la maturation de ces
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fromages, probablement par la protéolyse, la lipolyse, et I'utilisation du citrate, contribuant
ainsi a leur goQt et leur saveur typique, lls sont également présents dans d'autres produits
alimentaires fermenteés, tels que les saucisses (FRANZ et al, 1999 a 2003 ; GIRAFFA, 2002;
HUGAS et al, 2003) et les olives (FERNANDEZ-DIAZ, 1983; FRANZ et al, 1996, 1999 ;
FLORIANO et al, 1998 ; BEN OMAR et al, 2004). Les entérocoques ont la capacité de
produire des bactériocines, qui sont de petits peptides avec une activité antimicrobienne
contre les bactéries Gram positive étroitement apparentés, y compris d'altération ou les
bactéries pathogenes telles qu’en Listeria (DE VUYST et VANDAMME, 1994). D’ailleurs,

les Entérocoques sont utilisés dans certains pays comme probiotiques.
7.3 Utilisation des entérocoques comme ferments lactiques

L’étude des souches d’E. faecium et d ’E. faecalis isolés de divers fromages, avec un
bon pouvoir acidifiant et/ou des propriétés protéolytiques (WESSELS et al, 1990 ;
CENTENO et-al, 1999 ; SUZZI et al, 2000). Et I'isolement fréquent des entérocoques a partir
de culture starter naturel utilisées pour la fabrication de fromages traditionnels (GATTI et al,
1994 ; VILLANI et COPPOLA, 1994 ; GIRAFFA et al, 1997) ont encouragé certaines

applications de ces micro-organismes comme des cultures starter primaires.
7.4 Utilisation des entérocoques en tant qu'adjuvants

Les cultures adjuvantes peuvent étre définies comme ceux qui sont ajoutés aux
fromageées a des fins autres que la formation d'acide, qui est exclusivement consacré a la
culture starter. Des cultures adjuvantes non starters sélectionnés peuvent étre ajoutées pour
accélérer la maturation, pour produire la sapidité souhaitable, ou a agir en tant que
probiotiques. Plusieurs travaux de recherche ont été menés pour évaluer les fonctionnalités
technologiques des entérocoques sélectionnés dans la production de fromage. E. faecium, E.
faecalis et E. durans sont les espéces qui ont été proposées en combinaison avec d’autres
espéeces lactiques mésophiles et thermophiles dans le cadre de la formulation des starters pour
différents fromages européens tels que les fromages italiens a pate demi-cuite (NEVIANI et
al, 1982), MOZZARELLA (COPPOLA et al, 1988 ; PARENTE et al, 1989 ; VILLANI et
COPPOLA, 1994). FETA  (LITOPOULOU-TZANETAKI et al, 1993 ;
SARANTINOPOULOS et al, 2002), VENACO (CASALTA et ZENNARO, 1997),
CEBREIRO (CENTENO et al, 1999) et HISPANICO (OUMER et al, 2001). En général,
I’ajout des Entérocoques en tant qu’adjuvant le long du processus de la maturation affecte le

godt, I'ardbme, la couleur, la structure, ainsi que le profil sensoriel global des fromages
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entierement mdrs. Plusieurs fromages européens sont caractérisés par une flore bactérienne de
surface complexe, constituées généralement de levures, de bactéries corynéformes, et de
microcoques ou staphylocoques a coagulase négative. Cependant, méme les entérobactéries et
les Entérocoques sont souvent présents comme contaminants mineurs (BOCKELMANN,
2002). Dans une investigation récente sur la flore bactérienne de surface des fromages lors de
la maturation, différentes souches Enterococcus spp colonisant la crolte du fromage ont été
trouvés. La moitié de ces souches ont montré une activité inhibitrice contre les souches de
Listeria et ont été signalés comme des candidats prometteurs pour la formulation d'une flore
de surface pour la maturation de certains types de fromage. Récemment, E. faecium R88 a été
utilisé comme culture probiotique adjuvante dans le fromage Cheddar. La souche PR88, qui
possede les propriétés requises d'un microorganisme probiotique, y compris la capacité a
soulager le syndrome du c6lon irritable, non pathogéne, et la tolérance a la bile et a I'acide
(HUNTER et al, 1996)

7.5 Utilisation des entérocoques en tant que probiotiques

Il est connu que le microbiote Intestinal dont ils font partie les entérocoques et les
entérocytes ont des éléments indispensables au bon fonctionnement du systéme immunitaire
et son efficacité (WELLS et al, 2011).

Le probiotique est un additif qui tire un bénéfice chez les animaux et les humains en
améliorant 1’équilibre de sa flore intestinale (ZIGGERS, 2001). Les bactéries lactiques sont
les plus utilisées comme probiotiques, celles-ci regroupent les genres bactériens suivants :
Enterococcus, Bacillus, Streptococcus ainsi que les levures comme Saccharomyces
(CHAMPAGNE et al, 2008).

Chez Enterococcus feacium, EF9296 est la souche la plus utilisé possédant une
activité antimicrobienne contre Listeria spp (MARCINAKOVA et al, 2004).

L’efficacité clinique d’E.feacium SF68 a été démontrée en Suisse et en Belgique dans
la prévention et un raccourcissement de 1 a 3 jours de diarrhée associée aux antibiotiques chez
I’adulte et méme chez les enfants (BUYDENS et al, 1996).
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8 Propriétés biochimiques des entérocoques et leur intérét technologique
8.1 Pouvoir acidifiant

L'un des caracteres technologiques essentiels des levains de fromagerie est leur
aptitude a l'acidification du lait, qui dépend de I'aptitude a la fermentation du lactose et de la
résistance a l'acidité développée. Plusieurs travaux sur I’aptitude des entérocoques a acidifier
le lait ont été rapportés. En général, les Entérocoques présentent une faible activité acidifiante
du lait. (MOREA et al, 1999) ont montré que le pH du lait aprés 24 h d'inoculation avec des
souches isolées a partir du fromage Mozzarella n'a pas baissé en dessous de 5,5. Des
recherches récentes sur des entérocoques isolés du lait ont confirmé leur faible pouvoir
acidifiant dans le lait avec seulement quelques souches présentant un pH inférieur a 5,0-5,2
apres 16-24 h d'incubation a 37 °C (ANDRIGHETTO et al, 2001 ; DURLU OZKAYA et al,
2001 ; SARANTINOPQULOS et al, 2001). Il a été egalement observé que I’espéce E.
faecaliss est généralement apte a acidifier le lait plus fort que 1’espéce E. faecium. Chez des
souches d’E. faecalis isolées d’un fromage traditionnel italien, un pouvoir acidifiant élevé
dans le lait écrémé avec un abaissement du pH a environ4,5 apres 24 h de la fermentation a
été observé (GIRAFFA et al, 1993 ; SUZZI et al, 2000). 1l semble donc y avoir effectivement

chez les entérocoques une aptitude a I'acidification caractéristique de I'espéce
8.2 Activités protéolytiques

L'action proteolytique des Entérocoques au cours de I'affinage peut se manifester soit
par une production d'enzymes exocellulaires qui accompagne le développement microbien,
soit par une libération d'enzymes endocellulaires aprés la lyse des corps bactériens. La
dégradation de la casé€ine joue un rdle majeur dans le développement de la texture du
fromage. En outre, la dégradation secondaire des acides aminés a un impact majeur sur le
développement de la saveur dans le fromage. Certains peptides contribuent a la formation de
la saveur, tandis que d'autres, des peptides indésirables, peuvent conduire a des flaveurs
ameres. Jusqu’a présent les études effectuées sur Dactivité protéolytique des bactéries
lactiques sont principalement limitées aux genres Lactococcus et Lactobacillus (PRITCHARD
et COOLBEAR, 1993 ; SOUSA et MALCATA, 2002). Les voies biochimiques qui
conduisent a la degradation de la caséine et du transport des acides aminés et des peptides
sont considérées comme étant les mémes dans les autres bactéries lactiques, y compris le
genre Enterococcus. Bien que certains auteurs aient signalé une activité protéolytique

pertinente chez les especes E. faecium, E. faecalis et E. duranS isolées a partir de divers
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fromages, ces activités sont généralement faibles pour la plupart des especes d’entérocoques,
a l'exception de I’espéce E. faecalis étant la plus active (WESSELS et al, 1990 ; CENTENO
etal, 1999 ; SUZZI et al, 2000), (DOVAT et al, 1970 ; ARIZCUN et al, 1997 ; MACEDO et
MALCATA, 1997 ; SUZZI et al, 2000 ; ANDRIGHETTO et al, 2001). Aucune relation claire
n'a été observée entre les activités protéolytiques et 1’acidification (DURLU-OZKAYA et al,
2001).

8.3 Production des bactériocines

Les Enterococcus produit avec une grande variété de bactériocines, on parle des
entérocines. Ces bactériocines sont des peptides de faible poids moléculaire constitués de 20 a
60 acides aminés. Cependant, le spectre d’activité, le mode d’action, la structure, la
thermostabilité et le pH d’activité varient d’un type de bactériocine a I’autre (VAN BELKUM
et al, 2000 ; CHEN et al, 2003 ; DORTU et al, 2009). Les bactériocines sont synthétisées par
voie ribosomale, présentant un antagonisme principalement contre des bactéries a Gram
positif (JACK et al, 1995). Elles sont dans la plupart de temps thermostable
(KLAENHAMMER, 1988 ; KLAENHAMMER, 1993 ; COTTER et al, 2005). Plusieurs
souches d’entérocoques, principalement E. faecalis et E. faecium, peuvent produire une
variété de bactériocines actives contre Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus
(OGIER et SERROR, 2008). Ces entérocines peuvent étre appliquées comme conservateur

dans les produits laitiers et les viandes de fermentation (FRANZ et al, 2007).

12



Chapitre Il : Facteurs
de virulence



Chapitre 11 : Facteurs de virulence

Le genre Enterococcus produit une grande diversité de bactériocines, considérées comme
des agents de controle biologique dans les aliments cuits et non cuits en conservant leurs
propriétés organoleptiques et nutritionnelles. Elles constituent ainsi une alternative a I'utilisation
d'additifs chimiques ou a celle de traitements physico-chimiques employés dans la conservation
des produits alimentaires (AGUILAR-GALVEZ, 2010).

1 Risques liés aux Entérocoques

Les Entérocoques font partie des bactéries responsables d’infections humaines, qui sont
dues principalement aux Enterococcus faecalis (80 % a 90 % des cas) et aux Enterococcus
faecium (5 a 10 % des cas). Tandis que, les autres especes d’Enterococccus, a savoir E.
gallinarum, E. casseliflavus, E. durans, E. avium et E. hirae, sont peu impliquées dans les
diverses infections (MURRAY, 1990).

Pour devenir pathogénes, les entérocoques ont besoin d’exprimer des caractéristiques de

virulence associées a 1’adhésion et a la disparition de la réponse immunitaire (JETT et al, 1994 ;

BEN OMAR et al, 2004).
Cette virulence est déterminée par plusieurs facteurs, Tels que :

» L’aptitude a coloniser le tractus gastro-intestinal, qui est I'nabitat naturel ;

» La capacité d’adhérer a une variété de protéines de la matrice extracellulaire, incluant la
thrombospondine, la vitronectine et la lactoferrine ; et

» La capacité d’adhérer a 1'épithélium du tractus urinaire, 1’épithélium de la cavité orale et

les cellules embryonnaires rénales humaines.

2 Définition d’un facteur de virulence

Les facteurs de virulence sont définis comme des éléments qui augmentent la capacité du
microorganisme a provoquer un état pathologique. Ils ne sont pas indispensables a la survie de la
bactérie, mais diminuent son potentiel pathogéne lorsqu’ils sont absents (CASADEVALL et
PIROFSKI, 2001).
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3 Facteurs contribuant a la pathogénicité des Entérocoques

Les entérocoques adhérent aux cellules hotes en raison d’un certain nombre de facteurs
qui permettent la colonisation et 1’invasion des tissus, ainsi que I’effet sur la modulation
immunitaire qui cause des dommages a la médiation des toxines « entérocines » (FIORE et al,
2018).

Deux facteurs de virulence ont été isolés et décrits. Le premier sont les facteurs de
virulence qui affectent la colonisation de la surface des cellules hétes, le second type comprend

les facteurs produits par I’entérocoque, qui endommagent les tissus.

3.1 Facteurs de virulence liés a la membrane
3.1.1 Substances agrégatives

L’agrégation est formée lors de la conjugaison afin de permettre le transfert des
plasmides, qui portent les génes codent pour les substances agrégatives (BERGMANN et al,
2004). Les substances d’agrégation (SA) sont considérées comme un facteur de virulence trés
important car il permet de transférer les genes de résistances aux antibiotiques (DRAMSI et al,
2005).

Les SA sont des adhésines de nature glycoprotéique positionnées sur la surface des
cellules, ont un poids moléculaire de 137KDa et une structure bouclée en épingles de cheveux
(FOULQUIE MORENO et al, 2006).

3.1.2 Protéines extracellulaires de surface

La protéine de surface d’entérocoque (Esp) a été identifiée la premicre fois chez une
souche d’E. faecalis trés virulente, résistante a la gentamicine, isolée a partir d'une bactériémie.
Ce sont des protéines attachées a la paroi avant des caractéristiques structurales analogues a
celles des protéines de surface des autres bactéries a Gram positif, et sont codées par le gene esp
qui possede une taille de 5622 pb et qui est trés commun chez les isolats cliniques qui sont a
I’origine des infections. Il est supposé que la présence de ce géne esp promouvoir I'adhérence.
Cette protéine contribue également a la formation du biofilm par les entérocoques, ce qui pourrait
conduire a une résistance au stress extérieur de I’environnement et a l'attachement aux cellules

eucaryotes (BERGMANN et al, 2004).
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3.1.3 Protéines de liaison au collagéne

L’adhérence des bactéries aux constituants tissulaires et cellulaires de 1’hote, telles que la
matrice extracellulaire est apparue en premier ligne du processus d'infection. Plusieurs essais ont
montré la capacité de certains E. faecalis isolés & adhérer a un certain nombre de protéines de la
MEC, telles que le collagéne, la laminine, le fibrinogene, la fibronectine, la lactoferrine et
d’autres particules. La plupart de ces études ont montré que l'attachement a ces protéines in vitro
est presque inexistant, sauf pour certains isolats. Des recherches sur des genes codants pour des
adhésines potentielles, ont conduit a la découverte de 1’adhésine Ace (adhésine du collagéne d'’E.
faecalis), qui une protéine de surface avec des propriétés adhésives, avec un poids moléculaire
d'environ 74 kDa (RICH et al, 1999). Ces adhésines ayant été décrites chez les entérocoques, et
permet la liaison au collagéne, la laminine et a la dentine (RICH et al, 1999 ; NALLAPAREDDY
et al. 2003).

3.2 Facteurs de virulence sécrétés
3.2.1 Cytolysine

La Cytolysine, ou S-hémolysine se définie comme une bactériocine, qui est une toxine
bactérienne chez I'homme, et bactéricide contre certaines bactéries Gram positives (HALLGREN
et al, 2008). Cette toxine de nature peptidique génere des pores dans la membrane cytoplasmique
responsable de leur lyse. La production de Cytolysine semble étre un facteur de risque important
lié aux entérocoques pathogénes (LE BLANC, 2006). Les genes qui codent sa production sont
localisés sur des plasmides répondant aux phéromones ou sur un Tlot de pathogénicité présent
dans le chromosome (HALLGREN et al., 2008). La fréquence de mortalité causée par une
infection a entérocoques B-hémolytique est cing fois supérieure a celle observée par une infection
a entérocoques non-B-hémolytiques (HUYCKE et al., 1991). Une étude suggere que la
combinaison d’hémolysine et de la substance d’agrégation entraine une mortalité accrue dans

I’endocardite due a E. faecalis (CHOW et al, 1993).
3.2.2 Gélatinase

La gélatinase purifiée par MAKINEN en 1989 est capable de dégrader un certain nombre

de substrats, notamment la gélatine, I'insuline, I'endothéline humaine, le collagéne, les peptides
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liés aux phéromones sexuelles d’E. faecalis et plusieurs peptides bioactifs de mammiferes
(MAKINEN.P. L et MAKINEN.K. K, 1994).

Il a également été demontré que la geélatinase clive les protéines de surface mal repliées
d'E. faecalis ainsi que la fibrine, pour réduire les taux de phéromones chez cette espéce par
activation d’une substance appelée autolysine. Il a été rapporté que des souches d’E. faecalis
isolées a partir de patients hospitalisés ont une augmentation de production de la gélatinase par

rapport aux souches communautaires (COQUE et al, 1996).

Chez les entérocoques, la révélation de la gélatinase se manifeste avec une zone claire

autour-de la colonie (figure 3).

Figure 2 : image microscopique photonique montrant les souches productrices de la gélatinase
(ROSELYN, 1973).

3.2.3 Hyaluronidase

L’hyaluronidase est une enzyme qui dégrade 1’acide hyaluronique, constituant majeur de
la matrice extracellulaire (MEC) des cellules animales (KAYSER, 2003). L’enzyme

dépolymérise la fraction mucopolysaccharidique des tissus conjonctifs, facilitant la dissémination
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des entérocoques, ainsi que leurs toxines, a travers les tissus de I’hote. Cependant, il n'y a aucune

preuve directe pour le role de 1’hyaluronidase dans les infections causées par des entérocoques

(JETT et al, 1994 ; RICE et al, 2003 ; KAYAOGLU et al, 2004).

3.2.4 Phéromones sexuelles

Les phéromones sont des peptides (enchainements de 7 a 8 acides aminés), qui facilitent
le transfert des plasmides lors de la conjugaison bactérienne (CHANDLER et DUNNY, 2004).
Une souche sécréte généralement plusieurs phéromones différentes. Les phéromones sécrétées
par les receveurs sont spécifiques aux donneurs et induisent I'expression des opérons conjugatifs
de son plasmide. Quand les phéromones se lient aux récepteurs a la surface des cellules du
donneur, ce signal est transduit et induit le géne de la substance d'agrégation (CLEWELL, 1993 ;
DUNNY et al, 1995). Néanmoins, ce n'est pas le seul réle des phéromones ; ils peuvent aussi étre
chimiquement attirant pour les neutrophiles et induire la production de superoxydes (substances
mutagénes peuvent produire des défauts génétiques) et initier des circonstances inflammatoires
(BHARDWA\ et al, 2008).

4 La formation des biofilms

Le biofilm est I’agrégat de cellules bactériennes attachées a une surface et enrobées d’une
matrice polymérique (HALL STOODLEY et al, 2004). Les bactéries peuvent bien adhérer a une
surface biotique (ex cellules de la muqueuse), qu’a une surface abiotique (ex plancher ou
équipement a la ferme, a ’abattoir ou a 1’usine de transformation). La formation d’un biofilm se
fait en plusieurs étapes. La capacité de former un biofilm est maintenant reconnue comme une
caractéristique propre a plusieurs microorganismes. On estime d’ailleurs que 80 % de la biomasse
microbienne de notre planéte réside sous forme d’un biofilm (RICHARDS et al, 2007). Sur le

microscope le biofilm est observé comme un amas de cellules anarchiques (figure 5)
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Figure 3 : Biofilm produit par une souche de Enterococcus faecium dans un systeme en
microplaque. Image obtenue en microscopie confocale suite & une coloration du biofilm a I'aide
de Film Tracer (FERNANDA L et al, 2013).

La formation d’un biofilm est rapide. Les bactéries doivent, dans un premier temps,
adhérer a une surface biotique ou abiotique. Puis, les cellules bactériennes vont s’agglutiner, se
multiplier et former des micro colonies. Lors de 1’étape de maturation du biofilm, les bactéries
synthétisent un exopolysaccharide et d’autres constituants de la matrice polymérique. Le biofilm
mature représente une structure complexe et les bactéries de diverses régions du biofilm pourront
exprimer des genes différents. L’étape finale de la formation d’un biofilm est le détachement et la
dispersion de cellules bactériennes. Ces cellules ont la capacité d’adhérer a de nouvelles surfaces
et de reformer un biofilm et jouent un réle important dans la transmission de bactéries de
réservoirs environnementaux a un hote (animal ou humain), dans la transmission entre les hétes
et dans la propagation de I’infection chez un hote (KAPLAN et al, 2010). (Figure 6)
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Figure 4 : Etapes de la formation et de la dispersion d'un biofilm bactérien.
(YANNICK , 2014).

5 Formation des biofilms chez les entérocoques

Les entérocoques dans les biofilms résistent plus aux antibiotiques que la croissance
planctonique, donc I’impact potentiel de la formation de biofilm pourrait étre important (LEWIS,
2001). E. faecalis et E. faecium connus comme étant des souches capables de produire des
biofilms qui consistent en population de cellules attachés de fagon biotique et abiotique, enrobés
dans une matrice hydratée de substances exopolymériges (JAMAL A et al, 2007).

Esp faecalis impliqué comme facteur contributif dans la colonisation et la persistance de
I’infection au sein de la voies urinaires (SHANKAR et al, 2001).

Plusieurs études ont confirmé que la gélatinase est essentielle pour la formation de

biofilms mais n’ont pas soutenu le lien entre les deux (DI ROSA et al, 2006).
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1 Définition

Un antibiotique est une substance de nature chimique produite naturellement par des
microorganismes (capable d’étre bactéricide qui inhibe la prolifération bactérienne, ou bien
bactériostatique responsable de la destruction de la souche) ou chimiquement au laboratoire
(SINGLETON, 2005).

Les antibiotiques agissent sur un endroit précis (site d’action), en déséquilibrant la
biosynthese de la bactérie (métabolisme), nécessaire a la survie des bactéries (HEGLUND et al,
2007).

2 Principaux parameétres influen¢ant sur activité d’un antibiotique

L’activité d’un antibiotique repose sur deux paramétres principaux, le premier c’est la
notion de la CMI (concentration minimale inhibitrice) qui correspond a la plus faible
concentration d’antibiotique inhibant la croissance de germe. Par contre, le deuxiéme parametre :
CMB (concentration minimale bactéricide), définie comme la concertation minimale qui détruit

99% de la population bactérienne.

Lorsque le rapport CMB/CMI est égal a 1 on dit que ’activité de I’antibiotique est

bactéricide, toutefois si le méme rapport est supérieur a 1 on note que 1’antibiotique est
bactériostatique. (SINGLETON, 2005).
3 Notion de la résistance bactérienne aux antibiotiques

Lorsqu’une souche bactérienne supporte des concentrations d’antibiotiques élevées que
celles qui inhibent le développement de la plupart des autres souches appartenant a la méme
espece, on parle donc d’une souche résistante (MAC GOVAN et WISE, 2001).

4 Criteres de classification des antibiotiques

Les antibiotiques sont classés selon plusieurs critéres :

» Selon ’origine
Cette classification est basée sur le moment initial de 1’apparition de I’antibiotique. Cette
substance a trois origines essentielles, dont le premier est naturel ou le microorganisme contient

des geénes nécessaires a la syntheése de 1’antibiotique, on peut citez la pénicilline (produite
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naturellement par le champignon. Le deuxiéme penicillium s’agit d’un antibiotique qui a origine
synthétique, obtenu par voie chimique (fabriqué au laboratoire) on trouve dans cette catégorie les
sulfamides. Par contre, le dernier type s’agit d’un antibiotique obtenu par un radical chimique
greffé sur une fraction moléculaire naturelle comme la méticilline donc on parle d’un antibiotique

semi-synthétique (GAUDY et BUXERAUD, 2005).

> Selon le spectre d’activité

Selon gaudy et buxeraud (2005), on trouve :

Les antibiotiques a large spectre : actifs sur la majorité des bactéries a Gram positif
et a Gram négatif.

Les antibiotiques a spectre limité : actifs sur les bactéries a Gram positif et quelques
bactéries a Gram négatif.

Les antibiotiques étroits : actifs uniquement sur certaines bactéries a Gram positif
ou a Gram négatif.

» Selon le mode d’action

Les antibiotiques réagissent avec la bactérie cible sur des endroit précis nommes les sites
d’action qui inhibent la biosyntheése de la bactérie. Selon le mode d’action, I’antibiotique exerce
deux types d’action dont le premier 1’antibiotique est dit Bactériostatique, inhibant la croissance
bactérienne et 1’autre s’agit d’un antibiotique Bactéricide qui provoque la mort de la bactérie
(GAUDY et BUXERAUD, 2005).

5 Classification et mode d’action des antibiotiques

Les antibiotiques sont classés en fonction de leur structure chimique et leur mode
d’action.

a. Les antibiotiques inhibant la synthese de la paroi
» Les beta-lactamines
Les bétalactamines constituent une famille trées complexe dont la structure du noyau de
base comporte toujours le cycle beta lactame, constitués de trois grands groupes : les dérivés de
I’acide 6-amino pénicillinique, les dérivés de 1’acide 7 aminophalosporanique et les
monobactames (BRYSKIER, 1999 ; CAVALLO et al, 2004).
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Les béta lactames sont des molécules hydrophobes qui traversent la membrane externe des
bactéries par la voie des porines, leur petite taille qui est d’environ 300 a 700Da facilite leur
diffusion a travers le peptidoglycane, qui la capacité de laisser passer les molécules qui ont une
taille jusqu’a 100KDa (BUSCH et al, 1995 ; CAVALLDO et al, 2004).

Les bétalactamine sont des protéines qui lient les pénicillines PLp, qui sont impliqués
dans la synthese des peptidoglycanes, transpeptidase, transglycosidases et les carboxypeptidases
(SINGLETON, 2002 ; GAUDY et BUXERAUD, 2005).

» Les glycopeptides

Les glycopeptides se composent principalement de la vancomycine et de la teicoplanine
dont le poids moléculaire est respectivement de 1.45KDa et 1.89 KDa (GAUDY et
BRUXERAUD, 2005).

Les glycopeptides se fixent de maniére non covalente sur la partie D-ala D-ala terminale
des peptides impliqués dans la phase de polymérisation du peptidoglycane, de ce fait la
polymeérisation est inhibée (LOUM, 2005).

» Les fosfomycines

La fosfomycine est un dérivé d’acide phosphorique, il s’agit de 1’acide L-Cis1-2 epoxy-
propyl- phosphorique. Elle peut étre synthétisée naturellement par le genre Streptomyces
(GAUDY et BUXERAUD, 2005).

Avec un spectre d’activité large, elle inhibe la syntheése du peptidoglycane en agissant sur
la premiere enzyme impliquée dans sa synthése (phosphoénolpyruvate) (BERGOGNE-
BEREZIN, 1999 ; GAUDY et BUXERAUD, 2005).

b. antibiotiques inhibant la synthése des protéines

> Les aminosides

Ce sont des antibiotiques a large spectre d’activité, hétérosides, naturels ou
d’hémisyntheése, ils peuvent étre produit a partir d’actinomycétes ou de Bacillus (GAUDY et
BUXERAUD, 2005). Ces derniers incluent la kanamycine, la néomycine, la streptomycine,
I’amikacine et la gentamicine (SINGLETON, 2002).
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Ces antibiotiques sont rapidement bactéricides, Actifs aussi bien sur les bactéries a Gram
positives, que sur les Gram négatives (SINGLETON, 2005). Leur effet principal vient de leur
fixation a la sous-unité 30S du ribosome bactérien en perturbant la lecture du code génétique

menant a I’inhibition de toutes les étapes de la synthése protéique (VEYSSIER, 1999).

> Les macrolides

Les macrolides sont utilisés dans le traitement des infections humaines ; ce sont des
molécules a propriétés antibiotiques bactériostatiques (JENSEN et al, 1999). Ces molécules sont
faites d’un grand anneau lactone : plus de 12 atomes, substitué par un ou plusieurs sucres ou
sucres aminés (SINGLETON, 2002). Elles se fixent sur la cible ARN ribosomale 23S de la sous-
unité 50S du ribosome, ce qui conduit a I’inhibition de la synthése protéique (GAUDY et
BUXERAUD, 2005).

> Les tétracyclines

Ces antibiotiques bactériostatiques, a large spectre d’activité (SINGLETON, 2002) sont
de nombre de sept, possedent tous un noyau a quatre cycles de type « naphtacenecarboxamide »
sur lequel divers radicaux viennent se substituer sur les carbones du systeme cycliqgue (GAUDY
et BUXERAUD, 2005). Le mode d’action de ces cyclines est bas¢ sur I’inhibition de la synthése
des protéines en se liant au ribosome et en inhibant la fixation des aminoacyl-ARNt au site A ; lls
sont généralement utilisés pour traiter des maladies humaines ou animales provoquées
notamment par Brucella, Chlamydia, Mycoplasma et Rickettsia (SINGLETON, 2005).

» Les linézolides

Le premier agent d’une nouvelle classe d’antibiotiques est le linézolide. Il s’agit d’une
molécule synthétique. Son mécanisme d’action est I’inhibition de la synthése protéique
bactérienne, en se fixant sur le site P de la sous-unité 50 S empéchant ainsi son attachement a la
sous-unité 30 S, elle-méme associée a I’ARN messager et a ’ARN de transfert transportant le
premier acide amine, la méthionine. Cela aboutit a un défaut de formation du ribosome 70 S et

donc a I’interruption de I’initiation de la synthese protéique bactérienne (DUTRONC et al, 2005).
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C. Antibiotiques inhibant le fonctionnement de I’ADN

» Les Quinolones
Les quinolones sont des antibiotiques bactéricides obtenus par voix synthétique, a spectre
antibactérien large. Cependant, du fait de leur utilisation importante, les quinolones sont utilisées

raisonnablement afin de prévenir 1’émergence de souches résistantes (SINGLETON, 2005).

Ces molécules bloquent la réplication de I’acide désoxyribonucléique ADN par la
formation d’un complexe enzymatique avec la topoisomérase, qui une enzyme contrélant la
structure topologique de I’ADN et empéche par la suite la réplication et la transcription
bactérienne (GAUDY et BUXERAUD, 2005).

Ils interviennent au niveau de la synthése de ’ADN gyrase, entrainant ainsi une

modification du message génétique (FILIP et al, 2011). Cette famille regroupe :

o Les quinolones classiques

Leur spectre est limité aux bacilles a Gram négatif, a I’exception des Pseudomonas et
Acinetobacter. On distingue : Acide nalidixique, Acide pipemidique, Acide oxolinique et Acide

piromidique

® Les quinolones de deuxiéme génération ou fluoroquinolones :

Leur spectre est élargi et leur activité antibiotique accrue. Elles sont en effet plus actives
sur les Enterobacteriacea. Elles agissent sur le Pseudomonas et Acinetobacter, mais aussi sur les
Cocci a Gram négatif et les Cocci a Gram positif. Certaines sont actives sur les Mycobactéries,
les Mycoplasmes, les Clamydies et les Legionnelles. On distingue : Norfloxacine, Pefloxacine,
Ofloxacine, Ciprofloxacine et Enrofloxacine (COULIBALY et al, 2014).

» Imidasolés
Les antibiotiques de cette famille agissent sur la synthése des acides nucleiques (ADN,
ARN), entrainant ainsi une modification du message génétique. Ces molécules agissent
uniquement sur les anaérobies stricts et sur certains protozoaires parasites de I’Homme. Quatre
molécules sont a ce jour employées : Metronidazole, Tinidazole, Ornidazole et Secnidazole
(SEDALLIAN et al, 2002).
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d. Antibiotiques s’inhibant la membrane cellulaire

» Ladaptomycine
La daptomycine est un antibiotique de nature lipopeptidique bactéricide agissant contre les
bacteries Gram positive. Cet antibiotique réagit par 1’altération de I’homéostasie de I’enveloppe
bactérienne. La daptomycine s’insére a la membrane plasmique sur la face externe et forme par la
suite des oligoméres qui vont inhiber la synthése protéique des acides nucléiques (REISSIER,
2016).

6 Résistance des entérocoques aux antibiotiques
» Résistance des entérocoques vis-a-vis les p-lactamines
e Resistance intrinseque et acquise

Contrairement aux autres bactéries a Gram positive, les entérocoques sont plus résistants
de facon intrinséque envers des antibiotiques, et cella est probablement da a leur besoin de survie
et de persistance dans des écosystemes hautement compétitifs et potentiellement défavorable, tels
que le tractus gastro-intestinal (TANNOCK et COOK, 2002).

e Résistance naturelle

Les entérocoques présentent une résistance intrinseque aux céphalosporines et une
sensibilite étendue (FONTANA et al, 1990). Par contre, la résistance a la pénicilline est
principalement liée a des mutations ou surproduction de la pbp5, qui une protéine liant la
pénicilline (ARIAS et MURRAY, 2012).

e La résistance acquise :

La résistance aux [ lactamines est dii a la modification de la protéine de liaison a la
pénicillines (PLP5) (LEE et al, 2009). L’enzyme 3 lactamase inactive I’antibiotique en clivent le
cycle B-lactame a été décrit a la fois chez E. faecalis et E. faecium (CONDRON et al, 1992). En
diminuant 1’affinité pour les P lactamines, ces mutations proches du site catalytique seraient

responsables de I’augmentation des valeurs de CMI (RICE et al, 2004).
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Antibiotique Antibiotique

Pompe a efflux

Figure 5 : Inactivation des antibiotiques par des p-lactamases (LAVIGNE, 2007).

» Reésistance des entérocoques vis-a-vis les glycopeptides

La vancomycine et active contre la plupart de Gram positif tandis qu’elle peut y avoir une

résistance, chez la majorité des gram négatif (FRENCH, 1998 ; WALSH, 2003).

La vancomycine est un glycopeptide interférant avec la production de la paroi cellulaire,

ce qui entraine une déstabilisation de la liaison D-Ala D-Ala et une lyse des bactéries.
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Figure 6 : mécanisme de résistance aux antibiotiques (BOUYAHYA, 2017).

» Reésistance des entérocoques vis-a-vis les tétracyclines

La résistance a la tétracycline chez les entérocoques est généralement associée a la
présence du géne tet(M) qui confere une protection ribosomale, mais d'autres génes apparentés
offrant une protection ribosomale ont également été décrits, comme tet(O) et tet(S)
(AARESTRUP et al, 2000). Dans les isolats cliniques, tet (M) est principalement associé a des
éléments transposables de type Tn916, mais il peut également étre trouvé dans les plasmides
conjugatifs et sur le chromosome. Cependant, d’autres genes de résistance codent pour des
protéines qui se lient au ribosome et modifient sa conformation, empéchant la fixation de la
tétracycline (LECLERCQ, 1997).
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» Reésistance des entérocoques vis-a-vis les quinolones

Les quinolones présentent généralement une seule activité contre les entérocoques. Les
quinolones inhibent la croissance des bactéries en interférant avec la réplication de I'ADN, en
particulier en se liant aux topoisomérases de type Il, qui contrélent le surenroulement de 'ADN
(ADN gyrase et ADN topoisomérase 1V) et en inhibant leur fonction, conduisant a des ruptures
mortelles du double brin de I'ADN. La résistance a la quinolone chez de nombreuses especes de
bactéries se produit via des mutations dans les régions déterminant la résistance aux quinolones
(des genes codant pour la gyrase et la topoisomérase IV). Ces mutations empéchent 1’attachement
de l'antibiotique a I'enzyme, ce qui permet a la réplication de I'ADN de se poursuivre malgré la
présence de l'antibiotique (KRISTICH et al, 2014). De telles mutations ont été observées chez
des isolats cliniques d’E. faecium et E. faecalis résistants aux quinolones (WERNER et al, 2009),
mais sont absentes chez E. gallinarum et E. casseliflavus (LOPEZ et al, 2011). L'externalisation
de l'antibiotique par des pompes d'efflux est un autre mécanisme bien décrit de la résistance aux
quinolones. Parmi elles, NorA et PmrA ont été impliquées dans la résistance aux quinolones et
ont été décrites chez E. faecium (HAWKEY, 2003). Un troisieme mécanisme de résistance,
trouvé chez E. faecalis est médié par le géne gnr et code pour une protéine avec une série de
répétitions pentapeptidiques (ARSENE et LACLERCQ, 2007). La présence de cette protéine est
susceptible de protéger I'ADN gyrase en diminuant la liaison a I'ADN de la quinolone et la

formation ultérieure du complexe quinolone-gyrase (TRAN et al, 2005).
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Figure 7 : mécanismes de résistances aux quinolones (BOUTIBA et BEN BOUBAKER, 2012).

» Reésistance des antibiotiques vis-a-vis les rifampicines

La rifampicine appartient a la famille des ansamycines de type naphtalene, est un dérivé
semi-synthétique de la rifampicine B, elle inhibe la croissance bactérienne en se liant a la sous-
unité béta de I'ARN polymérase (RpoB) et en empéchant I'initiation de la transcription (WEHRLI
et al, 1968). La plupart des résistances a la rifampicine résultent de mutations de sites
spéecifiques dans le gene codant pour la sous-unité béta de I'ARN polymérase, ce qui réduit
I'affinité de la rifampicine pour la polymérase. Des mutations du RpoB responsables de la
résistance a la rifampicine ont été identifiées chez de nombreuses et diverses especes de bactéries.
Des études suggérent que la résistance a la rifampicine découle de I'exposition du commensal
microbiote a cet antibiotique pendant le traitement des autres infections bactériennes (KRISTICH
et al, 2014).
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» Reésistance des entérocoques vis-a-vis la daptomycine

La daptomycine est un antibiotique lipopeptidique avec une puissante activité bactéricide
contre les bactéries a Gram positif. La résistance des Entérocoques contre la daptomycine est
assurée par deux mécanismes qui sont :

Le premier, caractérisé chez Enterococcus faecalis, est le détournement de I'antibiotique
du septum par redistribution des microdomaines de cardiolipine loin du plan de division au
niveau du septum. Contrairement aux souches sensibles, la daptomycine est incapable de se fixer
au niveau du septum, site de fixation préférentiel, sur les souches résistantes. La fixation se fait

alors en périphérie de la bactérie, rendant la daptomycine inefficace (TRAN et al, 2013).

Le deuxiéme mécanisme, observé chez E. faecium, est la répulsion électrostatique du
complexe daptomycine / calcium chargé positivement de la membrane cellulaire. Plusieurs génes

peuvent étre impliqués dans ce mécanisme (MILLER et al, 2014).

» Reésistance des entérocoques vis-a-vis les oxazolidines

L'antibiotique le plus connus qui représente ce groupe est le linézolide, qui montre une
activité antimicrobienne élevée contre les bactéries a Gram positif (DIEKEMA, 2001). Des
mutations dans la sous-unité ribosomale 23S conferent une résistance a cet antibiotique. Les
niveaux de résistance dépendent du nombre d'alleles pour les genes d'ARNr mutés. Les souches
résistantes au linézolide peuvent aussi présenter une Co-résistance a d'autres antibiotiques tels
que la vancomycine, I’ampicilline, les macrolides, les fluoroquinolones, le chloramphénicol, la

rifampicine, la gentamicine et d’autres antibiotiques (JONES et al, 2002).
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But de cette étude

Les objectifs principaux de cette étude sont 1’isolement des souches d’Enterococcus spp a
partir du portage intestinal chez le poulet de chair, également 1’étude de la sensibilité des isolats
vis-a-vis d’un panel de molécules d’antibiotiques utilisées en thérapeutique vétérinaire et
humaine, dans le but de prévoir I’existence des souches résistantes a la vancomycine (ERVA), et
enfin rechercher des facteurs de virulence, a savoir I’hémolyse, la gélatinase et la capacité des

souches a former des biofilms in vitro.
Durée et lieu d’étude

L’étude microbiologique s’est déroulée du mois de février au mois de juin 2022 au niveau
du laboratoire de recherche de Biochimie analytique et de Biotechnologie (LABAB) au sein de

I’université Mouloud Mammeri de Tizi-Ouzou.
1 Matériel

Le tableau suivant montre le matériel utilisé lors de la réalisation de la partie

expérimentale au niveau du laboratoire.
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-Réfrigérateur
(Maxipower,
Algérie)

-Lecture ELISA

-Pince métallique

-Bec bunsen

Chapitre | : Matériel et méthodes
Tableau 1 : matériel utilisés lors de la partie expérimentale
Appareils Verreries Outils Matériels
biologiques

-Autoclave (pbi | -Tubes a essai | -Micropipettes -Souches de

international, Italie) (1000pl et 100ul) | reférences :
-pipettes

-Bain Marie = Pasteur -Microplaque Enterococcus

(Memmert, faecalis

Allemagne) -Eprouvettes -Embouts stériles  WDCMO00009.

-Vortex  (Heidolph, ' -Flacons -Anse a boucle Staphylococcus

Allemagne) aureus ATCC
- Lames -Boites de Pétri 25923

-Etuves (Memmert,

Allemagne) -Pipettes -Eppendorf
graduées

-Spectrophotométre -Cryotubes

(Medline, Grande | -Bécher

Bretagne) - Seringues

-Séchoir  (Gerhardt, - Ecouvillons

Germany)
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Milieux de culture et réactifs

Gélose BEA (Biokar, France)

Bouillon Muller-Hinton (Biokar diagnostics, France)

Bouillon coeur-cervelle (Biokar diagnostics, France)

Gélose au sang (humain ou animal)

Bouillon TSB+ 1% Glucose

Peroxyde d’hydrogéne (H202) (Scharlau, Espagne)

Eau physiologique stérile et eau distillée stérile

Violet de Gentiane, Lugol, alcool, fushine

Glycérol

Disques d’antibiotique (Liofilchem, Italie), disques oxydases (HIMEDIA, Inde)
Tampon phosphate salin (PBS), Méthanol, Ethanol, Crystal violet (0.1%)
2 Collecte des prélevements

Au cours de cette étude nous avons réalisé 185 prélévements rectaux chez le poulet de
chair, au niveau de trois abattoirs de la wilaya de Tizi-Ouzou.

Ces prélevements proviennent de différents élevages de plusieurs régions sachant que 10 a

11 prélévements ont été effectués dans chacun et ils sont repartis comme suit :

Tableau 2 : répartition des différents points d’abatage ainsi le nombre de prélévements effectués

dans le cadre de la réalisation de I’étude

Abattoirs Période de réalisation Nombre de prélevement
Draa Ben Khedda 06 Mars a 8H00 61
Tala Athmane 17 Avril a 8HO0 62
Tizi Rached 08 Mai a 8H00 62
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3 Analyses microbiologiques
3.1 Prélévement et Enrichissement

Le prélevement est effectué en introduisant de 2 a 3 cm un écouvillon stérile dans le
sphincter anale, suivi de mouvement de rotation contre la muqueuse rectale, par la suite il faut
retirer 1’écouvillon qui porte une charge importante de micro-organismes pour augmenter les

chances d’avoir des résultats positifs vis-a-vis les entérocoques.

L’écouvillon ainsi recueilli est mis dans le bouillon Muller Hinton qui est un milieu
liquide non sélectif d’une concentration en NaCl de 6,5% (Milieu d’enrichissement) qui favorise
le développement des entérocoques Réaliser une incubation des échantillons a 45° pendant 24

heures pour inhiber d’autres germes.
3.2 Isolement des entérocoques sur la gélose bile esculine azide (BEA)

La gélose BEA permet la sélection des entérocoques grace a la présence de deux agents
sélectifs, I’azoture de sodium et la bile de beeuf. En effet, le premier agent inhibe la croissance de
certaines bactéries a Gram négatifs. Tandis que, le deuxieme celle des bactéries & Gram positif.
Un ensemencement de ce milieu est réalisé a partir des tubes positifs du milieu d’enrichissement
(bouillon MH). Apres 24 heures d’incubation a 37°C, les colonies d’entérocoques apparaissent

sous forme de petites colonies noires ou grisatres.
3.3 Purification des souches isolées

La purification des souches d’entérocoques est réalisée sur le méme milieu BEA a partir
des colonies caractéristiques. Plusieurs repiquages ont ét¢ effectués jusqu’a I’obtention d’une

culture pure.
4 |dentification des isolats

Le principe de I’identification repose sur 1’é¢tude morphologique et I’identification

biochimiques des isolats.
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4.1 Etude microscopique

Un frottis bactérien, préparé a partir des colonies obtenues en culture pures, puis fixé et
colorés par la méthode de coloration de Gram selon les étapes suivantes :
- Préparer un frottis bactérien avec une souche d’entérocoque

- Recouvrir le frottis avec le colorant primaire : le violet de gentiane. Laisser agir une

minute

- Fixation du colorant avec le Lugol deux fois a 45s

- Décoloration a I’alcool pendant 30s. Rincer a I’eau courante
- Recouvrir le frottis avec la fuschine et laisser agir 1 minute
- Laver et sécher la lame

- Observation a I’immersion (Gx1000)

L’observation au microscope a révélé des Cocci a Gram positif colorés en violet en forme

de diplocoque ou de petites chainettes.
5 Identifications biochimique
5.1 Test de la catalase

La catalase est une enzyme présente chez la plupart des bactéries aérobies strictes et aéro-
anaérobies facultatives. La fonction principale de la catalase dans les cellules est de prévenir
I'accumulation de niveaux toxiques de peroxyde d'hydrogene (H20.) formé au cours des réactions
d'oxydation.

Sur une lame propre, une goutte d’eau oxygénée est déposée, ensuite, une colonie pure,
prélevée a I'anse a partir du milieu BEA, est mise en contact avec cette goutte. Le résultat négatif
se traduit par I'absence de bulles d'oxygéne, I'H20, n'est pas dégradé en H>O et O, : La bactérie

ne posséde pas de catalase.
5.2 Test de ’oxydase

Le cytochrome oxydase est une enzyme qui permet a la bactérie d'utiliser I’oxygene pour
assurer sa croissance. Le test consiste a mettre en évidence la capacité de la bactérie a oxyder un
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disque qui contient un incolore, le N-diméthyl-paraphényléne diamine (PDA), en un dérivé rose

violacé. Ce test est essentiel pour orienter I'identification des bacilles a Gram négatif.
5.3 Tolérance de la salinité et la thermorésistance

Les entérocoques sont capables de résister & une concentration de 6,5% de chlorure de
sodium et & une température de 45°C pour la réalisation de ce test il, suffit de repiquer les
cultures a tester sur du bouillon BHIB additionné de 6,5% de NaCl. Apres incubation a 45°C
pendant 24heures la lecture se traduit par 1’apparition d’un trouble bactérien. Néanmoins, les
entérocoques capables de résister a la chaleur. Ce test repose sur I’ensemencement des
entérocoques sur un bouillon BHIB et le mettre dans un bain marie pendant 30min puis, on

incube a 37°C. les résultats traduit par I’apparition d’un trouble.

5.4 Dégradation de I’esculine

L’esculine est un hétéroside, son hydrolyse est catalysée par une B- Glucosidase et
I’esculinase, libére I’esculétine. Ce dernier réagit avec les ions de fer (Fe™®) pour former un
précipité noir dans le milieu. Le milieu utilisé est la Gélose a 1’esculine (BEA), sur lequel un
ensemencement en surface a été réalisé. Apres 24 a 48h d’incubation a 37°C, un noircissement de

la gélose apparait qui est li€¢ a la dégradation de I’esculine par les souches d’entérocoques.

6 Caractérisation phénotypique des souches isolées
6.1 Test de la gélatinase

La gélatinase est une enzyme qui hydrolyse le collagéne en acides aminés ou en peptides.
Ce test est réalisé sur des boites de Pétri contenant de la gélose BHA+ Gélatine (3% P/V), le
repiquage de la souche a tester est réalisée par une strie centrale sur cette gélose. L’incubation des
boites est réalisée a 37°C pendant 24 a 48 heures. Apres cette période d’incubation, les boites
sont maintenues a 4°C pendant 4 heures. Le test positif se traduit par ’apparition d’'une zone

claire autour de la strie.
6.2 Test de I’hémolyse

L’un des caractéristiques des entérocoques est la dégradation des composants du sang, la

souche est hemolytique. Pour la réalisation de ce test nous avons utilisé de la gélose au sang frais.
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Les souches ainsi a tester sont repiquées sur cette gélose. L’apparition d’une zone claire autour

des colonies est un signe direct de I’hémolyse.
7 Formation de biofilms in vitro

La détermination quantitative de la formation de biofilms dans les microplaques a 96 puits
est basée sur la mesure colorimétrique du cristal violet fixé par les cellules sessiles. Cette
méthode a été réalisée selon le protocole décrit par ACHEK et al (2020), avec quelques

modifications.

Brievement, quelques colonies d’Enterococcus ont été inoculées dans 5 ml de TSB +1%
glucose, suivi d’une incubation a 37°C pendant 24h. Les suspensions bactériennes obtenues ont
été ensuite diluées a 1/50 avec du bouillon TSB-1% glucose. Ainsi, 200ul de la suspension
bactérienne diluée ont été transférés dans un puit d’une microplaque en polystyréne a 96 puits,
trois puits sont réserves pour chaque souche. Le TSB-1% glucose a servi de contrdle négatif.
Tandis que, la souche de S. aureus ATCC 25923 a servi de contrdle positif. La micro plaque est
recouverte puis incubée a37°C pendant 24h.

Aprés l'incubation, le contenu des puits a été délicatement retiré et lavé avec 200ul du
tampon phosphate salin (PBS). Les cellules bactériennes adhérées ont été fixées avec du
méthanol pendant 15 min et colorées avec du cristal violet a 0,1 % (150pl /puits) pendant 15 min.
Trois lavages doux ont été appliqués pour éliminer I'excés du colorant. Le cristal violet fixé a été
solubilisé en ajoutant dans chaque puit 150ul d'éthanol a 96 %. La microplaque est couverte et
maintenue sans agitation pendant 30 min. La mesure de la densité optique (DO) a été réalisée a

560nm a l'aide d'un lecteur de plaque ELISA.

L'interpréetation de la production de biofilm a été faite selon les criteres décrits par Achek

et al (2020), les souches ont été classées comme suit :
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Tableau 3 : Classification de I'adhésion des Staphylocoque spp (ACHEK et al.,2020).

Valeur de la DO Formation de biofilm
ODs < ODc Non formatrice
ODc <0ODs <2 0ODc Faible
2 ODs< ODc<40Dc Modeérée
ODs >4 ODc Forte

ODs : la valeur moyenne de la densité optique pour chaque souche.

ODc : Cut-off value, avec ODc = valeur moyenne de la densité optique du control négatif + 3 fois
I'écart type du contrdle négatif.

OD negative control = la valeur moyenne de la densité optique pour chaque témoin négatif (cette
valeur est calculée pour chaque microplaque lors de chaque essai).

8 Antibiorésistance des souches isolées

L’antibiogramme est une technique de laboratoire qui a pour but de déterminer le profil de
sensibilité d'une souche bactérienne vis-a-vis un ou plusieurs antibiotiques. Cette sensibilité a été
testée par la méthode de diffusion des disques sur Muller-Hinton. Les souches d’entérocoques
isolées ont été soumises a une liste de molécules d’antibiotiques. L’interprétation des résultats a
été faite selon le manuel du CLSI (2020).

Les souches isolées d’entérocoque sont repiquées sur le milieu BEA, et incubées pendant 18
heures a 37°C pour avoir des cultures jeunes. Des suspensions bactériennes ont été préparées
dans de I’eau physiologique. La densité optique de la suspension bactérienne est comprise entre
0.08 et 0.1 a une longueur d’onde de A=625nm. L’antibiogramme est réalisé par
I’ensemencement de la suspension bactérienne sur les boites du milieu Muller-Hinton par des

écouvillons stériles, en appliquant des stries serrées sur toute la surface de la gélose. Par la suite,
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des disques d’antibiotiques sont appliqués sur la surface de la gélose Mueller-Hinton,

préalablement ensemencée.

L’incubation des boites est a 37°C/24h. La lecture de I’antibiogramme se fait par la
mesure du diametre de la zone d’inhibition de la croissance bactérienne, qui a été formée autour

des disques d’antibiotiques.

Tableau 4 : Liste des antibiotiques a testés.

Famille Antibiotique Abréviation Charge
Pénicilline G P 10
B-lactamines 1= cilline AMP 10
Vancomycine VA 30
Glycopeptides - i
Téicoplanine TEC 30
Tétracyclines Tétracycline TE 30
Phénicols Chloramphénicol C 30
Macrolides Erythromycine E 15
Quinolones Ciprofloxacine CIP 5
Inhibiteurs de la | Sulfamethoxazole | SXT 25
synthése de
’acide folique

9 Conservation des souches analysées

La conservation des souches d’entérocoques s’effectue apres les avoir identifiées et
codifiées, de sorte que ces dernieres seront toutes repiquées sur des bouillons BHIB puis incubées
a 37°C pendant 24 heures. Par la suite un volume de cette suspension bactérienne sera additionné
de deux volume de glycérol dans des cryotubes qui seront maintenus a -20°C dans le but de la

conservation a long terme.
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Résultats

1 Prévalences des entérocoques chez le poulet de chair

Durant la période s'étalant du mois de mars au mois mai 2022, 185 échantillons ont été
prélevés au niveau de trois abattoirs de la wilaya de Tizi Ouzou et soumis a la recherche des
entérocoques chez le poulet de chair. Sur la totalité des échantillons analysés, 103 échantillons
contenaient des colonies caractéristiques d’Enterococcus. Tandis que, 79 échantillons étaient
négatifs. Apres identification biochimique des isolats, 60 échantillons sont confirmés positifs

par le genre Enterococcus, soit une prévalence de 32.43%.

Tableau 5 : Prévalence des souches d’entérocoques selon les abattoirs.

Abattoirs Nombre Nombre Prévalences
d’échantillons d’échantillons
analyses positifs par
Enterococcus spp
Draa Ben Khedda 61 19 31.14%
Tala Athmane 62 22 35.48%
Tizi Rached 62 19 30.64%
Total 185 60 32.43%

2 Résistance des souches d’entérocoques aux antibiotiques

Les souches identifiées comme étant des entérocoques ont été soumises a I'étude de
leur résistance vis-a-vis de 9 antibiotiques. L’analyse des résultats obtenus a montré des fortes
résistances vis-a-vis de la tétracycline (86.66%) et de 1’érythromycine (53.33%). Des
résistances relativement faibles sont enregistrées a 1’encontre de la pénicilline, I’ampicilline,
la ciprofloxacine et de 1’association triméthoprime/sulfaméthoxazole, avec des taux de
33.33%, 31.66%, 23.33%, 20%, respectivement. Une seule souche est résistante vis-a-vis la
teicoplanine. En revanche, aucune souche résistante a la vancomycine n’est observée dans

cette étude (Tableau 6).
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Tableau 6 : Résistance des souches d’entérocoques aux antibiotiques testés (n=60).

Sensibles Intermédiaires Résistantes
Antibiotiques Nombre (%) Nombre (%) Nombre (%)
PEN 23 (38.33%) 17 (28.33%) 20 (33.33)
AMP 41 (68.33%) 0 (0%) 19 (31.66%)
VAN 60 (100%) 0(0%) 0(%)
TEC 58 (96.66%) 1(1.66%) 1 (1.66%)
ERY 20 (33.33%) 8(13.33%) 32 (53.33%)
TET 5 (8.33%) 3 (5%) 52 (86.66%)
CIP 26 (43.33%) 20 (33.33%) 14 (23.33%)
CHL 55 (91.66%) 2 (3.33%) 3 (5%)
SXT 48(80%) 0 (0%) 12 (20%)

CHL
TEC
AMP
TET
SXT
PEN
CIp

Figure 8 : Profil de résistance de la souche Enterococcus spp (E22-12).
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TET
SXT
ERY PEN
CHL
VA
AMP

Figure 9 : Profil de résistance de la souche Enterococcus spp (E22-05).

3 Phénotypes de multirésistance

Afin de déterminer les phénotypes de multirésistance des Enterococcus, nous avons
déterminé d’abord le profil de résistance de chacun souche isolée et nous avons pu ressortir
les souches multirésistantes. Les résultats des profils de multirésistance est illustré dans le
Tableau 8.

Tableau 7 : Phénotypes de résistance des souches d’entérocoques isolées.

Profil de multirésistance Nombre de souches
TET- ERY- PEN 10
TET- ERY- PEN -AMP
TET-ERY-PEN-AMP-CIP-SXT
TET-ERY-CIP-SXT
TET-ERY-CIP
TET-ERY-AMP-CHL-SXT
TET-ERY-AMP-CIP-PEN
TET-ERY-PEN-CIP
TET-ERY-PEN-AMP
SXT, TET-ERY-PEN-CHL
TET-ERY-CIP-CHL-SXT
TET-ERY-CIP-CHL
TET-ERY-CIP
TET-AMP-ERY-SXT
TET-PEN-SXT

PR RRPRRPRPRPRRPRRERNDNDOVN
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4 Facteurs de virulences

4.1 Recherche de la gélatinase

Les résultats de la recherche de la gélatinase dans notre étude montrent que huit
souches testées degradent la gélatine, Soit une fréquence de 13.33%.

Souche gélatinase
négative

Souche gélatinase
positive

Figure 10 : Résultat de test de la gélatinase.
4.2 Recherche de I’hémolyse

Dans notre étude montrent-Uniquement trois (5%) souches d’Enterococcus spp sont -
hémolytiques.

Souche hémolytique

Figure 11 : Résultat du test de ’hémolyse (E22-39).

4.3 Formation de biofilm sur microplaque

Les souches identifiées ont été soumises a 1’étude de leur capacité a former des
biofilms sur des microplaque ELISA. Les résultats obtenus ont montré que 54 (90%) souches
sont capables de former des biofilms in vitro. En revanche, 6 (10%) souches sont non-
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formatrices. Cette capacité de formation est variable d’une souche a une autre. En effet, plus
de la moitié des souches, 38 (70.37%), ont une faible formation. 15 (27.77%) souches ont une
formation moyenne. Tandis que, seulement une seule (1.85%) souche avait une forte

formation (Tableau 8).

e Tableau 8 : Capacité des souches d’Enterococcus a former des biofilms (n=60).

Nombre de souches testés
Non Faiblement Moyennement Fortement Formatrice
Formatrice Formatrice Formatrice
Nombre | Pourcentage | Nombre | Pourcentage | Nombre | Pourcentage | Nombre | Pourcentage
Souche 06 10% 38 70,37% 15 27.77% 01 1.85%
Enterococcus
TOTAL 60
Discussions

La prévalence des entérocoques dans nos échantillons analysés est relativement
élevée. En effet, sur 185 échantillons testés, 34.43% sont contaminés. Cette fréquence
d’isolement est faible a celle rapportée par NGBEDE et al (2017), qui ont annoncé une
prévalence de 1’ordre de 64.6% dans le fumier du poulet en Nigéria. En turque,
KASIMOGLU-DOGRU et al (2010) ont rapporté un taux d’isolement d’Enterococcus de
78.3% sur la peau des coux de poulets de chair. ASLANTAS (2019) a obtenu un taux de

78.1%, sur un total de 430 écouvillonnages cloacaux chez le poulet de chair.

La caractérisation phénotypique des souches d’Enterococcus, nous a permis de mettre
en évidence quelques facteurs de virulence chez les souches isolées. Nos résultats ont montré
que seulement 5% des souches testés sont B-hémolytiques. Notre résultat ne corrobore pas
avec celui de NGBEDE et al (2017), qui ont montré que 14.6% des souches sont capables de
produire des hémolysines. Dans 1’étude menée par SEMEDO-LEMSADDEK et al (2021),

aucune souche d’Enterococcus hémolytique n’est détectée.

Dans cette étude 13.33% des souches sont considérées comme gélatinases positives.
Notre resultat ne rejoint pas ceux de plusieurs auteurs qui ont signalé des taux éleves de
souches d’Enterococcus productrices de gelatinases (DIARRA et al, 2010 ; ASLANTAS,
2019 ; OSMAN et al, 2019). En revanche, NGBEDE et al (2017) ont rapporté un taux faible

de I’ordre de 10.6%. Notons que la gélatinase est une sérine protéase, dont le rdle principal est
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de fournir des nutriments aux bactéries en dégradant les tissus de I’hote. De plus, la gélatinase

a un rble important dans 1’élimination des protéines mal repliées (RAMOS et al, 2020).

Nos résultats ont montré que presque la totalité (90%) des souches isolées ont la
capacité de former des biofilms in vitro, ce qui est en contradiction avec les résultats obtenus
par DIARRA et al (2010), qui ont montré qu’aucune souche n’est capable de former des
biofilms. En revanche, OSMAN et al (2019) ont rapporté que toutes les souches
d’Enterococcus isolées avaient la capacité de former des biofilms. Dans les environnements
de transformation des aliments, la formation des biofilms par les entérocoques, pourrait étre
porteur de facteurs de virulence et méme de genes de résistance aux antibiotiques. Pour cela,
les producteurs doivent nettoyer et désinfecter le matériel et les instruments afin d’éviter
I’adhérence des souches virulentes et leur transmission lors des process technologiques

(BARBOSA et al, 2010).

Les entérocoques sont considérés comme des germes ayant une résistance naturelle
aux antibiotiques appartenant a la famille des B-lactames (KAK et CHOW, 2002). En
revanche, nos isolats étaient sensibles a la pénicilline (38.33%) et a I’ampicilline (68.33%).
Nos résultats rejoignent ceux de ASLANTAS (2019) et KASIMOGLU-DOGRU et al (2010),
qui ont rapporté des faibles résistances vis-a-vis de I’ampicilline et de la pénicilline,
respectivement. En revanche, de fortes résistances vis-a-vis de I’ampicilline ont été observées
par certains auteurs (NGBEDE et al, 2017 ; MOLECHAN et al, 2019 ; OSMAN et al, 2019).

De fortes résistances ont été observées vis-a-vis de la tétracycline et de
I’érythromycine. Nos résultats corroborent avec ceux de plusieurs auteurs (MOLECHAN et
al, 2019 ; OSMAN et al, 2019 ; ASLANTAS, 2019 ; SEMEDO-LEMSADDEK, 2021).
L’utilisation excessive et incontrolée d’antimicrobiens en production animale favorise la
sélection et I’émergence des souches bactériennes résistantes aux antibiotiques. Les
tétracyclines et les macrolides sont les antibiotiques les plus utilisées. En effet, ils font un bon
marché, facilement utilisables en production animale, parfois sans aucune consultation des
véterinaires praticiens (NGBEDE et al, 2017).

Les résultats de cette étude montrent 1’existence d’une seule souche d’Enterococcus
résistante au glycopeptides (téicoplanine). Nos resultats rejoignent ceux de plusieurs auteurs
qui ont signalé la présence d’entérocoques résistants aux glycopeptides chez la volaille
(OSMAN et al, 2019 ; MOLECHAN et al, 2019 ; ASLANTAS, 2019). L’avoparcine n’a
jamais été utilisee en Algérie (BOURAFA et al, 2016). La colonisation par des souches
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d’entérocoques résistantes a la vancomycine été rapportée en milieu hospitalier et chez des
personnes hospitalisées (DJAHMI et al, 2012 ; BOURAFA et al, 2016 ; BENAMROUCHE et
al, 2021 ; ZERROUKI et al, 2021). Par conséquent, la propagation des souches résistantes a

la vancomycine du milieu hospitalier ne peut pas étre exclue.

Quant aux autres molécules d’antibiotiques (chloramphénicol (3%), ciproflaxine
(14%) et le sulfamethoxazole (12%)), de faibles taux de résistances ont été aussi rapportés Par
NGBEDE et al (2017). Selon TORRES et al (2018), les fluoroquinolones n’ont jamais été
utilisés comme promoteurs de croissance, néanmoins leur utilisation en thérapeutique

vétérinaire est commune.
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Conclusion

Cette étude avait comme objectifs : I’isolement des entérocoques a partir du portage
intestinal chez le poulet de chair et la caractérisation phénotypique des isolats, via la mise en
¢évidence de quelques facteurs de virulence tels que I’hémolyse, la gélatinase, la formation de
biofilm et 1’étude de la sensibilité des isolats aux antibiotiques. Les résultats de cette étude ont
montré une prévalence relativement faible des Enterococcus chez le poulet de chair, qui est de
32.34%.

L’étude de la sensibilité des souches isolées vis-a-vis quelques de molécules
d’antibiotiques a révélé 1’existence de fortes résistances vis-a-vis de 1’érythromycine et de la
tétracycline. De faibles résistances a 1’encontre des autres antibiotiques (le sulfaméthoxazole,
ciprofloxacine, pénicilline, ampicilline le chloramphénicol) ont été observées. En revanche,
une souche résistante aux glycopeptides a ¢été détectée. Des souches PB-hémolytiques et
productrices de gélatinase ont été observées. Presque la totalité (90%) des souches avaient la
capacité de former des biofilms in vitro. Ce travail indique la nécessité d’un contréle continue
de I'utilisation des antibiotiques au sein de la production animal, compte tenu du réle que ces

molécules exercent dans la sélection de bactéries multi-résistantes.
Cette étude pourra avoir comme perspectives :

- L’identification des souches isolées par le biais de PCR ou de technique rapide

(MALDI TOF MS) ;

- Recherche des genes de résistances par des PCRs

Mise en évidence du pouvoir antagoniste des souches isolées contre certaines

bactéries pathogénes.
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Annexes

Annexe 1 : Composition des milieux de culture utilisés

Milieu BEA :

Pour 1 litre de milieu :

= TIYPLONE oo s 179
- Peptone pepsique de VIANAE .........cocveiiiiieieieeeeeee s 39
- Extrait autolytique de [EVUIE .........ccveiieiieeccse e 5¢
- Bile de boeuf bactériologique .........cccveeiieie e 10g
- Chlorure de SOOIUM ..o s 5¢
= ESCUIING .o 19
- Citrate ferriqgue ammoniacal ...........cccccoeveiiieiicie s 0.5g
- Azide de SOUIUM ....ooiieiicc e 0.15g
- Agar agar bacCtériolOgiQUE .........cccoereireriiriie e 13g

Gélose Muller-Hilton :

- Hydrolysat acide de CaSEINe ..........ccoviierieereieesc s 17.5¢
- INFUSION e VIANE ..o 29
= AMIAON SOIUDIE ... 1.5¢
- Agar DaCteriolOgIQUE .........ccooeiriiiiieise e 17g

Préparation : 37g par litre d’eau distillée. Stérilisation a I’autoclave a 120°C pendant 15

Bouillon BHIB (Brain Heart Infusion Broth) :

Pour 1 litre de milieu :

- EXtrait COBUI-CEIVEIIE .....cooiviiiececeee e 17.5g
- Peptone pancréatique de gelating ...........cccoovevieieiiieieneeee e 10g
- Chlorure de SOOIUM ... s 5¢
- Phosphate diSOIQUE .........c.coveiuiiiiiicce e 2.5¢
= GIUCOSE .o 29

Gélose au sang :

-Mélange spécial de PePLONES..........ccvieiiieriiie et 239
SAAMITON L.ttt 19
-Chlorure de SOIUM ........ccuiiiiiiicce e 5¢
o - PR PRTP 10g



Annexes

Bouillon TSB+ 1% Glucose

-PePtoNe e CASEINE .......eevieeiecieeie ettt 17¢g/l
-PEPLIONE B SOJA ...ttt 3g/1
-Ch1orure de SOOTUM .......ouiiiiiie e 5¢/1
-Phosphate dipotasSIQUE .........cueiueiieiieie e 2.5¢/1

-Glucose MONONYAIALe ..........cccveiviiieieece e 2.5¢/1
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Annexe 2 : Résultats des tests biochimiques sur I’ensemble des souches isolées.

Test biochimique

Test phénotypique

Tolérance Tolérance
Catalase Oxydase a45°C a6.5% de Gélatinase Hémolyse
NaCl

E3ECH2 = E22- - + + + I -
01

E3ECH4 = E22- - + + + i -
02

E2ECH4 = E22- - + + + - -
03

E4ECH6 E22- - + + + - -
04

E4ECH7 = E22- - + + + - -
05

E6ECH7 = E22- - + + + - -
06

ESECH1 = E22- - + + + - -
07

E6ECH9 = E22- - + + + - -
08

E2ECH3 = E22- - + + + - -
09

E6ECH5 = E22- - + + + - -
10

EIECH2 @ E22- - + + + - -
11

E4ECH4 = E22- - + + + - -
12

ESECH1 = E22- - + + + - -
13

E4ECH9 E22- - + + + - -
14

ESECH5 = E22- - + + + - -
15

E4ECH1 = E22- - + + + - -
16




E2ECH5

E6ECH9

E4ECH10

E’1ECH10

E’6ECH4

E’3ECH4

E’6ECHS

E’4ECH2

E’SECH6

E’SECH10

E’2ECH2

E’3ECH10

E’SECH3

E’SECH4

E’3ECH9

E’SECH7

E’SECHI1

E’3ECH3

E22-
17
E22-
18
E22-
19
E22-
20
E22-
21
E22-
22
E22-
23
E22-
24
E22-
25
E22-
26
E22-
27
E22-
28
E22-
29
E22-
30
E22-
31
E22-
32
E22-
33
E22-
34

Catalase

Oxydase

Annexes

Tolérance a
45°C

Tolérance a
6.5% de
NaCl

+

Gélatinase

hémolyse
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Catalase | Oxydase | Tolérance | Tolérance @ Gélatinase | hémolyse
a45°C | a6.5% de

NaCl

E’2ECHY9 | E22- - + + + - g
35

E’SECH8 = E22- - + + + - -
36

E’SECH1 E22- - + + + - -
37

E’6ECH1 E22- - + + + - -
38

E’4ECHS | E22- - + + + - -
39

E’6ECH6 = E22- - + + + - -
40

E’4ECH8 | E22- - + + + - -
41

E’12ECH4 E22- - + + + - -
42

E’10ECH7 | E22- - + + + + +
43

E’11ECH8 E22- - + + + + -
44

E”8ECH1 | E22- - + + + - -
45

E”10ECH3 = E22- - + + + + -
46

E”7ECHY9 = E22- - + + + - -
47

E”12ECH1  E22- - + + + - -
48

E”9ECH4 | E22- - + + + + -
49

E”7ECH1 @ E22- - + + + + ay
50

E’S8ECH8 | E22- - + + + - -

51
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Catalase | Oxydase | Tolérance | Tolérance | Gélatinase = hémolyse
a45°C | a6.5% de
NaCl

E”7ECH3 = E22- - + + + n -
52

E”9ECH5 = E22- - + + + - -
53

E”12ECH3 E22- - + + + - -
54

E”12ECHS = E22- - + + + - -
55

E”11ECH9 E22- - + + + - -
56

E”7ECH7 = E22- - + + + - -
57

E”SECHY9 = E22- - + + + - -
58

E”S8ECH5 = E22- - + + + - -
59

E”10ECH2 E22- - + + + - -
60
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Annexe 3 : Valeurs des diamétres de zone d’inhibition selon le CLSI (2020).

Diametre critique
Famille Antibiotique Références

Sensible  Intermédiaire  Résistante

Ampicilline 217 - <16 CLSI 2020
p lactamines
Pénicilline >15 - <14
CLSI 2020
Vancomycine >17 15- 16 <14
Glycopeptides
CLSI 2020
Teicoplanine >14 11-13 <10
CLSI 2020
Tétracyclines Tétracycline >19 15-18 <14
CLSI 2020
Macrolides Erythromycine >23 14- 22 <13
CLSI 2020
Phénicols Chloramphénicol >18 13-17 <12
CLSI 2020
Fluoroquinolones = Ciprofloxacine >21 16-20 <15
CASFM
- 2012
Inhibiteurs de  Sulfamethoxazole >16 - <10

synthese de
Pacide folique
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Annexe 04 : Résultats détaillés de I’antibiogramme pour chaque souche d ’Enterococcus isolée.

(Diamétre d’inhibition en mm).

Souche | Code | AMP | PEN | TET | ERY | TEC | VAN | CIP | CHL | SXT

E3ECH2 | E22- 25 23 6 6 33 29 28 29 30
01

ESECH4 | E22- 26 28 6 6 26 27 30 29 33
02

E2ECH4 | E22- 20 26 6 6 32 29 26 30 48
03

E4ECH6 | E22- 6 6 6 6 28 26 33 36 35
04

E4ECH7 | E22- 26 6 6 6 27 36 29 28 38
05

E6ECH7 | E22- 6 25 6 6 32 33 24 6 6
06

ESECHL | E22- 6 6 6 6 36 34 9 42 49
07

E6ECH9 | E22- 29 6 6 6 29 29 6 26 32
08

E2ECH3 | E22- 24 27 6 6 30 29 6 30 39
09

E6ECHS | E22- 29 26 6 6 33 33 6 9 6
10

EIECH2 | E22- 6 6 6 6 36 37 6 29 6
11

E4ECH4 | E22- 28 22 6 29 29 27 26 24 39
12

ESECH1 | E22- 6 6 6 6 29 45 9 28 10
13

E4ECH9 | E22- 6 6 6 6 29 33 6 28 9
14

ESECHS | E22- 27 24 6 6 29 32 6 32 49
15

E4ECH1 | E22- 6 6 6 6 28 29 30 29 9
16

E2ECHS | E22- 24 26 6 6 32 36 6 26 10

17




Annexes

Souche | Code | AMP | PEN | TET | ERY | TEC | VAN | CIP | CHL | SXT

E6ECHY | E22- | 26 26 6 6 33 | 29 6 29 9
18

EAECH10 | E22- 6 6 6 6 30 | 36 8 33 10
19

E’1ECH10 | E22- | 18 6 6 6 26 | 29 | 18 | 41 | 31
20

E’6ECH4 | E22- 6 6 6 6 28 | 29 | 16 | 37 | 35
21

E’3ECH4 | E22- | 19 6 10 | 23 | 20 | 20 | 25 | 30 | 31
22

E’6ECHS | EB22- | 16 6 6 10 | 29 | 28 | 17 | 32 | 30
23

F’4ECH2 | E22- | 13 25 6 6 22 18 6 6 33
24

E’SECH6 | E22- | 23 6 10 | 22 19 | 21 | 29 | 30 | 32
25

E’SECH10 | E22- 6 12 12 | 24 18 18 | 25 | 24 | 31
26

E2ECH? | E22- 6 6 6 6 29 | 30 | 19 | 34 | 41
27

E’3ECHI0 | E22- | 19 6 6 6 18 | 20 | 27 | 30 | 30
28

E’SECH3 | E22- | 21 17 6 24 19 21 | 26 | 30 | 35
29

E’SECH4 | E22- | 20 18 6 24 18 19 | 25 | 29 | 31
30

E3ECHY | E22- | 22 6 6 6 20 | 21 | 28 | 30 | 40
31

ESECH7 | E22- | 18 | 15 | 6 | 21 | 17 | 21 | 25 | 23 | 29
32

ESECHT | B2 | 17 | 20 | 6 | 6 | 22 | 19 | 25 | 30 | 6
33

E’3ECH3 | EB22- | 23 6 9 21 18 20 | 25 | 24 6
34

E2ECHY | E22- | 18 21 10 6 19 | 20 | 23 | 30 | 37
35

ESECHS | E22- | 33 | 44 | 35 | 6 | 21 | 24 | 15 | 31 | 25
36
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Souche | Code | AMP | PEN | TET | ERY | TEC | VAN | CIP | CHL | SXT
E’SECH1 | E22- | 18 16 10 33 19 21 26 29 34
37
E’6ECH1 | E22- | 15 13 6 6 28 28 20 31 36
38
E’4ECHS | E22- | 29 16 6 6 24 23 6 28 50
39
E’6ECH6 | E22- | 22 6 6 6 22 25 17 20 45
40
E’4ECH8 | E22- | 19 6 23 21 20 24 21 25 39
1
E”12ECH4 | E22- | 40 46 25 6 20 23 18 28 30
42
E”10ECH7 | E22- 6 6 6 6 25 28 25 30 11
43
E”11ECHS | E22- 6 6 6 6 28 30 15 17 35
44
E”8ECH1 | E22- 6 6 6 16 29 33 18 30 46
45
E”10ECH3 | E22- | 33 6 26 25 29 29 27 23 45
46
E”7ECH9 | E22- | 28 6 6 16 30 28 16 32 32
47
E”12ECH1 | E22- | 26 15 9 26 20 19 24 25 34
48
E”9ECH4 | E22- | 24 6 6 6 29 29 15 28 33
49
E”7ECH1 | E22- 6 6 6 6 20 26 32 25 25
50
E”8ECH8 | E22- | 22 6 12 6 22 18 29 28 27
51
E”7ECH3 | E22- 23 6 10 6 18 19 23 25 32
52
E”9ECHS | E22- 27 9 14 6 19 22 25 26 25
53
E”12ECH3 | E22- | 27 6 6 30 21 26 30 29 38
54
E”12ECH8 | E22- | 25 6 25 19 20 25 25 20 30

55
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Souche | Code | AMP | PEN | TET | ERY | TEC | VAN | CIP | CHL | SXT
E”11ECH9 | E22- 25 20 12 12 15 18 26 11 26
56
E”7ECHT | E22- 22 6 14 6 13 26 20 25 28
57
E”SECHY | E22- 22 6 16 19 15 24 19 24 25
58
E”8ECHS | E22- | 25 14 15 6 30 32 16 | 46 35
59
E”10ECH2 | EZ22- 25 9 12 6 20 18 16 14 30
60
Annexe 5 : formation de biofilm
Code Souche  Moyennes Résultats
E22-01 E3ECH2 0,905 Moyennement formatrice
E22-02 E3ECH4 0,321 Faiblement formatrice
E22-03 E2ECH4 0,282 Faiblement formatrice
E22-04 EAECH6 0,507 Moyennement formatrice
E22-05 EAECH7 0,722 Moyennement formatrice
E22-06 EGECH7 0,473 Moyennement formatrice
E22-07 ESECH1 0,744 Moyennement formatrice
E22-08 E6ECH9 0,546 Moyennement formatrice
E22-09 E2ECH3 0,248 Faiblement formatrice
E22-10 EGECHS5 0,710 Moyennement formatrice
E22-11 E1IECH2 0,509 Moyennement formatrice
E22-12 E4ECHA4 0,821 Moyennement formatrice
E22-13 ESECH1 0,632 Moyennement formatrice
E22-14 E4ECH9 0,257 Faiblement formatrice
E22-15 ESECHS 1,265 Fortement formatrice
E22-16 E4ECH1 0,535 Moyennement formatrice
E22-17 E2ECHS 0,542 Moyennement formatrice
E22-18 E6ECH9 0,240 Faiblement formatrice

E22-19 E4ECH10 0,256 Faiblement formatrice
E22-20 E’1ECH10 0,152 Faiblement formatrice
E22-21 E’6ECH4 0,237 Faiblement formatrice
E22-22 E’3ECH4 0,212 Faiblement formatrice
E22-23 E’6ECHS 0,216 Faiblement formatrice
E22-24 E’4ECH2 0,160 Faiblement formatrice
E22-25 E’SECH6 0,193 Faiblement formatrice
E22-26 E’SECH10 0,299 Moyennement formatrice
E22-27 E2ECH2 0,202 Faiblement formatrice
E22-28 E’3ECH10 0,209 Faiblement formatrice
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Code Souche  Moyennes Résultats
E22-29 E’SECH3 0,227 Faiblement formatrice
E22-30 E’SECH4 0,261 Faiblement formatrice
E22-31 E’3ECH9 0,254 Faiblement formatrice
E22-32 E’SECH7 0,217 Faiblement formatrice
E22-33 E’SECH1 0,254 Faiblement formatrice
E22-34 E’3ECH3 0,227 Faiblement formatrice

E22-35 E2ECH9 0,192 Faiblement formatrice
E22-36 E’SECHS8 0,156 Faiblement formatrice
E22-37 E’SECH1 0,243 Faiblement formatrice
E22-38 E’6ECH1 0,239 Faiblement formatrice
E22-39 E’4ECHS 0,266 Moyennement formatrice
E22-40 E’6ECHG6 0,169 Faiblement formatrice
E22-41 E’4ECHS8 0,465 Moyennement formatrice

E22-42 E’12ECH4 0,24 Faiblement formatrice
E22-43 E”10ECH7 0,211 Faiblement formatrice
E22-44 E”11ECHS8 0,212 Faiblement formatrice
E22-45 E”’8ECH1 0,187 Faiblement formatrice
E22-46 E’10ECH3 0,152 Non formatrice
E22-47 E’7TECH9 0,180 Faiblement formatrice
E22-48 E’12ECH1 0,209 Faiblement formatrice
E22-49 E”9ECH4 0,159 Non formatrice
E22-50 E”7ECH1 0,163 Non formatrice
E22-51 E’8ECHS8 0,22 Faiblement formatrice
E22-52 E’7ECH3 0,215 Faiblement formatrice
E22-53 E”9ECHS 0,149 Non formatrice
E22-54 E’12ECH3 0,2 Faiblement formatrice
E22-55 E’12ECHS8 0,293 Faiblement formatrice
E22-56 E”11ECH9 0,194 Faiblement formatrice
E22-57 E”7ECH7 0,159 Non formatrice
E22-58 E’’8ECH9 0,197 Faiblement formatrice
E22-59 E’’8ECHS 0,197 Faiblement formatrice
E22-60 E”10ECH2 0,169 Non formatrice
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Annexe 6 : Résultats de quelques tests sur les souches isolés.

Figure 12 : Trouble bactérienne sur les tubes apres enrichissement sur bouillon MH+NaCL.

Figure 13 : Souche d’Enterococcus sur le milieu BEA aprés incubation a 37°C/24h.

Souche
hémolytique

Figure 14 : Résultats de quelques souches sur le milieu gélose au sang qui montrent le test
d’hémolyse.
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. Figure 17 : Conservation des souches testé avec des cryotubes qui contient le glycérol.



