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INTRODUCTION

La microflore intestinale est une composante maeure du tractus digestif, indispensable
pour le maintien de I'homéostasie, ceci est du au fait de la capacité métabolique des
microorganismes anaérobies strictes ou certaines espéces anaérobies facultatifs (E.coli) d’une
part et d'autre part I'intervention efficace et régulée de la flore autochtone dans la protection
contre les germes pathogénes (effet barriere).

Sur le terrain les éeveurs, dans toutes les catégories de la filiére aviaire (chair, ponte,
reproduction) sont fréquemment confrontés a des affections bactériennes, touchant I’intégrité de
leur cheptels, en raison du taux de mortalité ou de morbidité entrainés par ces pathologies. Trés
souvent, il sagit simplement des bactéries habituelles du tube digestif, principalement les
especes appartenant a la famille des Entérobactériaceae, qualifiées de marqueurs d'un
déséquilibre intestinal qui dans des conditions de stress, mauvaise hygiéne ou antibiothérapie
anarchique, proliférent, deviennent virulentes et finissent par déstabiliser I’ écosystéme digestif.

L’ objectif de I'éude est I'évaluation du portage dans I’intestin des genres bactériens
appartenant a la famille des Entérobactéries par préévements intestinaux (caecum, iléon) et
écouvillonnage cloacal, dans le but de mettre en évidence le degré d’équilibre de la flore
intestinale des poulets d’ apparence clinique saine et exempte de lésion décelable par I’ autopsie.
Notre idée est inspirée de la théorie qui dit : que la diminution, voir la disparition des bactéries
bénéfiques, notamment les plusimportantes et présentes tout au long du tube digestif des oiseaux
«les Lactobacilles», induirait forcément la prolifération de la population colibacillaire.
(Ergun, .2003 ; Ham Bert, 2000)

Les prélévements ont éés effectués sur 223 poulets sains, agés de 1 jour a 7 mois, et issus
de différentes unités d’'élevage (ponte, chair) de I'Est Algérien. Le choix des sites de
préévement s est fixé aux portions suivantes : & 20 cm de la valvule iléo caecde, les caecums, et
le cloague.

La synthése bibliographique débute par des rgppels, anatomophysiologiques de
I"intestin des oiseaux, suivie des rappels bactériologiques comprenant, la notion du pouvoir
pathogene, et I'identification des caractéres biochimiques de différents genres bactériens
appartenant ala grande famille des Entérobactériaceae.

Cette partie se termine par une étude globae de la microflore intestinde, dans la quelle
nous mettront en évidence I’ action modulatrice des flores de barriére sur le systéme immunitaire
en fonction des bactéries qui colonisent le tractus intestinal. Nous détaillerons également les

relations existantes entre les trois composantes ; microflore, le mucus, et systéme immunitaire



dans le but de comprendre le phénomeéne de la sélection, d’ établissement et de stabilité de la
flore commensale du tube digestif.

Dans la partie expérimentale, nous identifieront sur la base des caractéres culturaux et
biochimiques, aprés plusieurs repiquage sur des milieux gélosés sélectifs pour entérobactéries
(Mc.Conkey, Hektoen et Shigella-Salmonella), les différents genres bactériens isolés des trois
parties de | intestin (Caecum, iléon et cloaque) des poulets et poussins issus de différentes unités
d’édevage de I'Est Algérien, nous analyseront les résultats obtenus selon I'age, le type de

production, I’ origine du poussin.



RAPPELS
ANATOMO-PHYSIOLOGIQES DE
L'APPAREIL DIGESTIF
DESVOLAILLES
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1,3 ossophage- 2 jabot- 4 ventricule succenturié- 5 isthme- 6 muscle craniodor sal mince- 7 muscle cranioventral gros- 8 muscle
caudodor sal gros- 9 muscle caudoventral mince- 10 duodénum proximal- 6,9 gésier — 11 pancréas- 12 duodénum distal- 13 foie- 14
vésicule biliaire- 15iléon- 16 diverticule de Meckel- 17 union iléo caecale- 18 caecum- 19 colon — 20 Bourse de Fabricius- 21, 22 cloaque.

Figurel: Appareil digestif de lapoule (Anadon et al., 1993)
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1. ANATOMIE DE L’APPAREIL DIGESTIF DESOISEAUX

L' appareil digestif des oiseaux présente une originalité anatomique depuis la cavité
buccale jusqu’au cloaque (figure 1). Cette origindité est le fait de la présence d'un véritable
« buco-pharynx », et de la division de I’estomac en deux compartiments; |’un, chimique (pro
ventricule) précédant |’ autre qui est mécanique(gésier). (Souilem et Gony, 2002)

1.1 DESCRIPTION

Anatomiquement on distingue trois régions du tube digestif :
-larégion créniae

-larégion stomacale

- larégion postérieure

1.1 LA REGION CRANIALE DU TUBE DIGESTIF

. Lebec B

. Lacavité

. Le pharynx Segrrna?nt
. L" cesophage

. Lejabot ]

Dans La cavité buccale Il existe une langue qui contient dans sa partie postérieure, des
glandes salivaires, la langue est revétue par un épithélium sratifié squameux, elle est  peu ou
pas mobile. Sur son trajet, I’ cesophage se différencie en une poche, le jabot. C'est une poche

trés riche en glandes secrétrices. (Souilem, 2002 ; brugére-picoux, 1992 ; Alamargot, 1982)

1.2 LA REGION STOMACALE DU TUBE DIGESTIF

. Le pro ventricule ou le ventricule succenturié S'agment
oven

. Legésier

Le ventricule succenturié ou stomodeum, est la région pourvue de glandes qui produisent
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les sécrétions acides et les protéases (type pepsine). Le géser, partie postérieure ne contient pas
de glande gastrique. 1l assure la digestion mécanique des graines déja attaquées par les sucs dans
lapartie antérieure. (Souilem, 2002 ; Brugére-Picoux, 1992 ; Alamargot, 1982 ; Popoff, 1996)

1.3 LA REGION POSTERIEURE DU TUBE DIGESTIF

. Le duodénum

. L’iléon

. Lerectum S:%r:r(?lt
. Les caecums

. Le cloague !

L’intestin des oiseaux, est comparable al’intestin gréle des mammiféres. (Suilem, 2002,
Brugere-Bicoux, 1992, Popoff, 1996). La partie qui sera développée dans notre synthése,

concernera spécialement la région postérieure du tube digestif.

1.2 ANATOMIE DE LA REGION POSTERIEURE DU TUBE DIGESTIF
1.2.1. LE DUODENUM

Le terme Duodénum, dérive du grec dodekadaktulon, signifie « 12 doigts » || a &é nommé
ains parce que salongueur correspond a la largeur de 12 doigts. C'est I’ anse intestinale la plus
ventrale dans la cavité abdominale, moyennement d’ un diamétre de 0,8 a 2cm chez lapoule. ele
débute du pylore puis enserre le pancréas sur une longueur de 15 a20 cm en formant un U, avec
une branche ascendante dorsdle droite et une branche descendante ventrale gauche.
Caudalement, elle contourne le gésier et dorsalement elle est en rapport avec les caecums. L’ anse
duodénale renferme de nombreux amas lymphoides, sa musculature circulaire est plus

développée et ses villosités sont aplaties. Contrairement aux mammiféres le duodénum des

oiseaux ne possede pas de glande de Brunner mais en général I’ intestin est pourvu de cryptes ou

glande de Lieberkin a différents stades de développement. (Thomson et al., 2004, Souilem .
2002, Alamargot, 1982).
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La fin du duodénum est limitée par une papille qui recoit I’ abouchement de trois canaux
pancréatiques et de deux canaux biliaires, les sucs digestifs de ces deux glandes permettent
I’élévation du Ph du chyme stomacal (& ce niveau devient chyme intestinale) d’une valeur de 2
ou 3 aunevaeur de6.5 a6,8. (Alamargot, 1982 ; Souilem, 2002).

1.2.2 LEJEJUNUM ET L’ILEON OU TRACTUSDE MECKEL

Le mot jéjunum dérive du latin qui sgnifie « vide » (Thomson et al., 2004). Le jéjunum est
la portion la plus longue de I'intestin (120 cm chez la poule) pour un diamétre de 0,6 a 1cm. Il
débute au niveau de la papille duodénale (fin du duodénum) et se termine au niveau du
diverticule de Meckel. L’iléon (du grec eilein qui signifie « S'enrouler » ou « se tordre ») est
court (13 a18cm) il renferme 6 a8 plague de Payer (Souilem, 2002) et aboutit a I’ abouchement
des caecums et début du rectum. La paroi du j§unum est plus épaisse et salumiére plus grande
que celles de I'iléon. La lumiére diminue progressivement du duodénum al’iléon. Vu son faible
calibre, I'iléon est plus vulnérable al’ obstruction. Le mésentére du j§unum se distingue de fagon
caractéristique du mésentere de I'iléon : la couche de graisse est plus épaisse dans le mésentére
iléal et s étend jusqu’ au point d’ attachement intestinal. (Thomson et al., 2004). L’ épithélium est
simple & colonnes, riche en cellules caliciformes. C'est au niveau de I'iléon que se déroule la
majeure partie de la digestion chimique et |’ absorption des aiments. (Thomson et al., 2004,
Souilem, 2002)

1.2.3LERECTUM

Le rectum fait suite & I’ilion et débouche dans le cloaque. Sa longueur est d’ environ 10 cm

et son diametre a peine plus gros que celui deI’iléon. Le rectum des oiseaux a la différence des

mammiféres présente des villosités. L e rectum réabsorbe I’ eau de son contenu (féces et urine) ce

qui lui avalu le nom de colorectum. (Souilem, 2002 ; Brugere-Picoux , 1992)

124 LESCAECUMS

Sont en nombre de deux, se sont deux sacs qui débouchent dans le tube intestinal, accolés a
la partie terminale de I’ iléon et plus précisément a lajonction de I’iléon et du rectum au
niveau de la valvule iléocacale. Ventrae ment les caecums sont en rapport avec I'anse
duodénale, et dorsalement avec la portion moyenne de I'iléon. Lorsqu’ils sont bien développés
(comme chez la poule, ils font 15 & 20cm de long), ils ont des villosités et sont remplis d’une

péte onctueuse et fétide. Quand ils sont présents ces deux organes renferment de nombreux
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amas de tissus lymphoide. (Brugére-Picoux , 1992) toute [I'originalité morphologique et
fonctionnelle de I'intestin réside dans les caecums, en effet ils interviennent dans I’ équilibre
hydrominéral et beaucoup dans les phénomeéenes immunologiques, gréace aux amygdales

disposées aleur entrée. (Souilem, 2002, Brugére-Bicoux , 1992, Alamargot, 1982)

125LE CLOAQUE

C'est la partie terminale de I'intestin, dans laquele débouchent les conduits urinaires et
génitaux. Anatomiquement, il est divisé en trois régions d origine endoblastiques Séparés par
deux plistransversaux (Popoff, 1996 ; Alamargot, 1982) Ces régions sont :

@ Le coprodéum : c'est la partie craniale du cloague ou S accumulent les féces avant leur
émission.

@ L’urodéum : c'est le segment moyen du cloaque. Dans sa paroi dorsale débouchent les
deux uretéres ainsi que les deux canaux déférents chez le méle, ou I’ oviducte chez la
femelle.

@ Le proctodéum : c'est la partie caudale du cloaque. Chez les jeunes, avant I'involution
de la bourse de Fabricius (10°™, 11°™ semaine), il est relié dorsalement a cet organe
lymphoide avec lequel il communique par un canal.

Le cloague souvre a I'extérieur par I'orifice cloacal ventral délimité par deux lévres

horizontales dont la musculature comme celle des parois du cloague est striée.

(Alamargot , 1982).

1.3 STRUCTURES CYTOLOGIQUES DE LA PAROI DU TUBE
DIGESTIF

L’ épithélium glandulaire comporte 3 types de cellules : des entérocytes cellules
caliciformes et des cellules de Paneth situées au fond des glandes.
13.1 LESENTEROCYTES

Se sont les cellules les plus nombreuses et responsables de la fonction d'absorption
intestinale. (Chartier , 1998)
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Leplateau strié

En MO, on observe au pole apical des entérocytes un plateau strié qui correspond
en ME a Des microvillosités rectilignes de méme calibre (0,1 um), de méme longueur (1 a
2 um), disposées parallélement de fagon trés ordonnée. A laface externe de leur membrane
plasmique, le feutrage du glycocalyx (ou cell coat ou revétement cellulaire) est bien visible
en ME. La microvillosté du plateau gtrié des entérocytes est formée par un axe enraciné
dans un plateau terminal. L'axe est formé par des micros filaments d'actine regroupés en
faisceaux. D'autres molécules sont associees a ces faisceaux. La villine se lie au micro
filaments et permet leur fasciculation. De plus, la villine assure la nucléation du filament
d'actine. Ces propriétés dépendent de la présence d'ions calcium. La fibrine peut se lier &
I'actine et favorise la fasciculation des micros filaments en présence d'ions magnésium.

(Alamargot, 1982 ; Chartier, 1998 ; Anonyme 4, 2004, ; Thomson et a., 2004, Hughes et
a., 1999)

Leplateau terminal

Le plateau terminal contient un réseau dense de molécules de spectrine qui assure la
stabilité et la rigidité de la région. Ce dispositif augmente considérablement la surface
membranaire du pble apica de la cdlule et, de ce fait, joue un réle considérable dans les
phénoménes d'absorption. (Alamargot, 1982 ; chartier, 1998, Anonyme 4, 2004,
Thomson et al., 2004, Hughes et al., 1999)

1.3.2 LESCELLULES (Alamargot, 1982 ; Ergun et al., 2003)

On retrouve dans la couche interne (la muqueuse) plusieurs types de cellules :

Cellules absorbantes

Se sont  les plus nombreuses, pourvues de microvillogtés et trés serrées les unes
contre les autres, ou seffectue |'absorption
Cellules caliciformes

Sécrétent du mucus
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- Cdlules endocrines

Sécretent des hormones (sécrétine qui agit sur le pancréas et la cholécystokinine qui

agit sur le pancréas et le foie) ;

- Cdlules de Paneth :

Cdlules séreuses de l'intestin gréle, Situées dans les glandes intestinales, ces cellules
libérent une enzyme antibactérienne, le lysozyme (ergun et al., 2003) Le développement des
cellules de Paneth se fait tres tét a la naissance conférant ainsi une résistance innée contre les
germes de I'environnement et les germes pathogeénes. Ceci explique le nombre bas de
microorganismes colonisant I'intestin gréle ou les cellules de Paneth sont les plus
nombreuses, comparé au colon ou il y a une grande concentration de microbes et ou les
cellules de Paneth sont moins présentes. (Anonyme 8, 2004)

L’ action de défense des cellules de Paneth, possede un spectre large vis a vis des Gram+ et
Gram-. Touts les mécanismes de défense sont non specifiques, innés et propre & I’individu.
(Thomson et d., 2004)

i E g = }_ i 1-_ \L platesm strié

1. glandes de Liber Kun- 2. Villosités — 3. Chylifére central (absent chez les oiseaux)- 4. Entérocyte- 5.
Cellulescaliciformes- 6. Cellulesde paneth- 7. Fibre musculair e lisse- 8.capillaire— 9. M usculeuse muqueuse.

Figure 2 : Structures cytologiques de la parois intestinale. (Vacheret, 2004, )
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13.3LESENZYMES

De tres nombreuses enzymes hydrolytiques (peptidases, aminopeptidases, disaccharidases,
phosphatases a calines, etc.) sont présentes au niveau du plateau strié des entérocytes, soit
dans la membrane plasmique méme des microvillosités (et il sagit aors d'enzymes synthétisées
par la cellule), soit dans les mailles du glycocalyx qui les revét (C'est le cas des enzymes
provenant du chyme et surtout du suc pancréatique, qui sont donc adsorbées a la surface de
I'entérocyte). Ces diverses enzymes assurent les derniéres étapes de I'hydrolyse des protides et
des glucides dimentaires, les acides aminés et le glucose sont transportés a travers la membrane
plasmique des Entérocytes jusqu’aux capillaires sanguins. (Alamargot, 1982 ; Chartier, 1998 ;
Anonyme 4, 2004, Thomson et d., 2004 ; Anonyme 3, 2004, Anonyme 5, 2004 ; Anonyme 6,
2004 ; Leeson et Zubair , 2004 ; Anonyme7 , 2004)

134 LESMICELLES

Lestriglycérides (qui congtituent plus de 98 % des graisses alimentaires) sont hydrolyses
dans la lumiére intestinale par la lipase pancréatique en acides gras libres et monoglycérides.
Ceux-ci se conjuguent aux sels biliaires pour former une solution micellaire. Les micelles
contenant les acides gras libres et les monoglycérides diffusent passivement a travers la
membrane plasmique des microvillosités de I'entérocyte, pénetrent dans la cellule et sont
incorporées dans le réticulum endoplasmique ou les triglycérides sont resynthétisés et
apparaissant sous forme de gouttelettes de graisse. Celles-ci sont déversées par le réticulum lisse
dans les espaces intercellulaires d'ou ils gagnent, sous forme de chylomicrons, les capillaires
lymphatiques des villosités intestinales. (Figure 3) (Alamargot, 1982, Chartier., 1998 ;
Anonyme 4, thomson et d., 2004).
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1. ré synthése de triglycérides dans le réticulum endoplasmique lisse -. 2. glucose — 3. Glucose &
fructose — 4. Galactose et glucose — 5. Glucose — (7,6*) acides aminés transportés directement dans
le sang. (2, 5, 3,4) transport des sucres dans le sang — 8. Chylomicons (diffusion a travers la
membrane des capillaires sanguins — 9. réticulum endoplasmique granuleux — 10. noyau — 11.
mitochondries — 12. lymphocytes — 13. réticulum endoplasmique lisse.

Figure 3 : Absorption au niveau de |’ entérocyte. (Vacheret, 2004, Rieutort , 1975

2. DEVELOPPEMENT DI TRACTUSGASTRO-INTESTINAL

2.1 DEVELOPPEMENT GENERAL :

Les espéces aviaires sélectionnées sur le critere d'une vitesse de croissance élevée
présentent un développement précoce du systéme digestif Contrairement a celle sélectionnées
pour la ponte chez qui la croissance des organes digestifs est lente. (Gournier-Chéteau et al.,
1994, Mallet et al. 2001).Ce développement précoce influence de trés prés le développement
général du poussin. Ainsi, durant les 4 premiers jours de vie, un quart des protéines absorbées est
retenu par I'intestin (Mdlet et al., 2001)
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Chez le poussin nouveau-né, le passage soudain a une aimentation exogéne solide
saccompagne d'une croissance alo métrique propre a chaque portion de l'intestin et de
modifications physiologiques reflétant la maturation des capacités digestives du poussin
adaptation, en fonction de I'ingérer, de la sécrétion des enzymes intestinales et pancréatiques
permettant la dégradation des nutriments en particules assimilables et I'augmentation des
capacités d'absorption de ces particules.

Le développement du systeme gastro-intestina se déroule a une vitesse largement
supérieure a celle du corps entier, ou d'organes essentiels au développement comme le coaur ou
les poumons, elle est proportionnelle au poids vif, est maximale entre 6 et 7 jours aprés la
naissance, (quillien. 2001 )

Tableau 1: Corrdation entre la longueur intestinale (cm) et la longueur du corps de quelques
volailles. (Brugére-Picoux , 1992 ; Popoff , 1996).

L ongueur totaleen cm N*
poule 165-230 5-6
canard 155-233 4-5
oie 250-365
pigeon 71-115 2,5-3,5

Longueur del’intestin = N* x [ongueur du corps
2.2 DEVELOPPEMENT AU STADE EMBRY ONNAIRE

Au gtade embryonnaire, I'intestin est un tube droit qui prend naissance du pylore et va
jusqu’au cloague, il salonge et senroule parallélement au développement de I’embryon.
L’intestin est relié au sac vitellin par un conduit qui conserve une lumiére jusqu'a I’ éclosion.
(Souilem, 2002, Brugére-Picoux, 1992) Le sac vitellin, qui contient les nutriments non utilisés
au cours du développement embryonnaire, est internalisé dans la cavité abdominale a partir du
19eme jour dincubation, c’'est le garde manger temporaire des poussins nouveau-né (Gabriel
et al., 2001). A lanaissance, le sac vitellin pése environ 8 g ce qui représente 17 % du poids du
poussin, il se résorbe pendant les 48h de vie, avec une réduction de 50 % de son poids. Au bout
de4 a5jours, il est résorbé en quas totalité. Aprés|'éclosion, il y atransfert du contenu du sac
vitellin vers I'intestin par le canal de Meckel. (Mallet et al., 2001)
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2.3 DEVELOPPEMENT CHEZ L’ADULTE

Chez I adulte ce sac s atrophie en un petit nodule appelé diverticule de Meckel ou encore
le troisiéme caecum. (Mallet et a., 2001 ; Souilem, 2002 ; Brugére-Picoux, 1992, Alamargot,
1982). A I'age adulte, I'intestin devient un long organe cylindrique, replié sur lui-méme et logé
dans la cavité abdominale, suspendu a la volte dorsolombaire par le mésentére. Son diamétre
dépend du régime alimentaire des oiseaux ; en effet il est long, de faible diametre chez les
phytophages (mangeurs de plantes, herbivores, granivores), I'inverse, chez les carnivores
(rapaces, insectivores) il est court et gros. (Alamargot, 1982 ; Popoff, 1996). Ses parois sont
épaisses pour le duodénum, I'iléon, les coeca et le colon et tres fine pour les autres parties
(Popoff , 1996).

Tableau 2: Longueur et calibre en (cm) du tube digestif en région postérieure. (Maadie des

volailles).

poule canard oie pigeon
| S S
Longueur (cm) | 85-120 90-140 150-185 45-72
Calibre (cm) 0,6-1,0 0,4-0,9 1,317 0,35-0,7
Fréquence (%) | 60 80 90 60
Longueur (cm) 1,25 1,0-15, parfoisnom visible.
I
Longueur (cm) 13-18 10-19 20-28 8-13
Calibre (cm) 0,7-1,0 0,4-0,8 1,0-15 0,3-0,5
s
Longueur (cm) 13-18 10-19 20-28 8-13
Calibre (cm) 0,7-1,0 0,4-0,8 1,0-15 0,3-0,5
Longueur (cm) 12-25 10-20 22-34 0,2-0,7
Calibre (cm) - 0,5-0,7 0,8-1,2
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1. IDENTIFICATION BACTERIOLOGIQUE DE QUELQUES
ESPECESDE LA FAMILLE DESENTEROBACTERIACAE.

Pour identifier une bactérie, plusieurs caractéres sont pris en considération, se sont :

Les caractéres morphologiques ;

Les caractéres physiologiques ;

Les caractéres biochimiques ;

Les caractéres biologiques particuliers;

Dans ce chapitre, ne seront détaillés que les caracteres mis en évidence dans notre travail

pratique, cad les caractéres culturaux et biochimiques.

1.1 MORPHOLOGIE ET CLASSIFICATION
C'est bien Pasteur qui a déclaré un jour a propos des entérobactéries "Messieurs, ce

sont les microbes qui auront le dernier mot ! (Pelmont, 1995)

1.1.1 DEFINITION ET IMPORTANCE
- définition
La grande famille des Entérobactériaceae appartient a I’ Ordre des Enterobacteriales
(une seule famille) et Classe des GammaProteze...) (Kaiser,1998), cette famille regroupe une
variété d’ espéces bactérienne, dont la majorité sont hotes normales du tube digestif, elles sont
retrouvées dans le sol et I'eau, mais le plus souvent sur les muqueuses intestinales, ou elles se
multiplient rapidemment et montrent une résistance particuliere aux antibiotiques a spectre large
et les antibiotiques actifs sur les Gram+ (pénicillines, macrolides), ce qui justifie largement leur
impliquation  en pathologie infectieuse. (Kaiser, 1998 ; Bharat, 1996; Philipon, 2001a;
Philipon, 2004b ; le minor, 1993 ; Chartier, 1998 ; Chups, 1999 ; Pilet et al., 1979)
Actuellement I'emploi plus intensif des nouvelles molécules de céphalosporines
encourage les complications dues a ces entérobactéries.  (Philipon, 2004b)La découverte au
Japon de Shigella multirésistantes chez un malade a conduit les chercheurs a trouver des E. coli
commensaux qui avaient les mémes résistances : ils ont pu ainsi montrer que la bactérie
commensale avait transmis a la pathogene les génes de résistance par l'intermédiaire d'un

plasmide. (Kaiser, 1998, Anonyme 10, 2004)

11
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- Importance
Certains menbres de cette famille, participent aux grands cycles de dégradation des
matiéres organiques ou sont intimement liés aux plantes chez lesquelles elles peuvent
déterminer des dtérations nuisibles dans le domaine agro-alimentaire (nécroses, dégénérescence

ou ramollissement tissulaire, pourriture molle, etc ...). (Cunningham, 1987)

1.1.2 CARACTERES CULTURAUX
Les membres de cette famille sont généralement des bacilles ou Coccobecille
fermentatifs (fermentation des sucres), a Gram-, partageant un certain nombre de caractéres
constants. Ces caractéres sont :
0 Si mobiles, ils possédent un arrangement peritriches ou flagelle ;
0 Anaérobies facultatifs ;
0 Oxydase négative ;
0 Secultivent sur des milieux ordinaires a base d’ extrait de viande, le bleu de
méthyléne, M acConkey pour les spécimens souillés (crachat, résidus), Le minor,
1993
o Fermentent le glucose, mais ont des caractéristiques biochimiques différentes ;
o Non sporulés;
0 Réduisent les nitrates en nitrite grace aune nitrate réductase ; (exeption rares les
mutants (Le minor, 1993 p18) ;
0 Possedent une catal ase, excépté les souches Sh. Dysenteriae du sérotype 1 ;
(Anonyme 15, 2004 ; Pilet et d., 1979 ; Bharat,1996 ; philipon, 2004a; Kaiser.
1989 ; Le minor, 1993)

1.2 POUVOIR PATHOGENE
1.2.1 NOTION DE POUVOIR PATHOGENE

Une bactérie pathogene est une bactérie capable de provoquer une infection chez un sujet sain
apres pénétration dans I’ organisme vivant e modification de structure cellulaire d’un ou des ses
différentstissus. On parle dors de maladie bactérienne infectieuse. (Nichilin, 2000)
- classification

Les bactéries sont classées selon le pouvoir pathogene. (Pilet et al., 1979, Pelmont, 1995 ;
cunningham , 1987 ; Chartier ,1998 ; e minor, 1993, pelmont, 1995) . nous avons:

12
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Les bacteries pathogenes :

Se sont les bactéries qui possedent des caractéristiques spécifiques leur permétant de
déclencher une infection. Ces caractéristiques représentent les facteurs de virulence : les toxines,
les hémolysines et |es systémes chélateurs de Fer. La mobilité, I’ adhésion et |e chimiotactisme*
bactérien sont aussi considérés des critéres renforgant la virulence chez une bactérie bathogéne.
les espéces pathogénes pour l'intestin, dont I'ingestion provogue une infection intestinale sont :
Salmonella enteritidis, Yersinia, Shigella et certaines souches d'E.coli dites "pathogénes’ ou un
syndrome septicémique Salmonella typhi. ( Avril, 1997 ; philipon, 2004a; Bharat , 1996)

Le pouvoir pathogéne dépend de I'espéce bactérienne en cause, conditionne le type de
maladie. C'est une notion qualitative, alors que La virulence est une notion quantitative. Ainsi
pour un méme pouvoir pathogene, il peut y avoir des souches plus ou moins virulentes. Exemple:
Shigella dysenteriae et Shigella flexneri sont toutes les deux responsables d'une dysenterie
bacillaire, mais pas avec les mémes doses. Quelques bactéries suffisent pour développer une
infection avec S.dysenteriae alors que plusieurs milliers sont nécessaires avec S. flexneri. Cette
espéce et donc consdéée comme moins  virulente que  Sdysenteriae.

Les bactéries pathogéenes peuvent appartenir a la flore normale. (Le minor, 1993 ; Pelmont,
1995). Elles ne déclenchent pas de maladie, au sein de porteurs asymptomatiques ou immuns.

L es bacteries opportunistes :

Les bactéries opportunistes ne donnent habituellement pas de maladie chez les sujets sains.

En revanche, elles peuvent devenir pathogénes chez les sujets aux défensesimmunitaires
altérées. Se sont souvent des bactéries commensales qui vivent ala surface de lapeau et des
muqueuses de I’ homme, et des animaux, suite a une antibiothérapie ou immunodépression elles
vont proliférer. (Pilet et a., 1979 ; Le minor, 1993 ; Pelmont, 1995)

les entérobactéries des flores fécales commensal es habituelles de I'homme et des animaux
sont : Escherichia coli, Klebsiella, Enterobacter, Proteus, Morganella, Providencia, Serratia,
Citrobacter.... Ces espéeces sont inoffensives pour I’intestin, mais sont trés impliquées dans les

infections des autres organes, en premier lieu dans lesinfections urinaires.

Chimiotactisme* : systéme sensoriel situé dans la cellule bactérienne, grace au quel la bactérie peut aller vers une
substance chimique (attractive), il sagit du chimiotactisme positif. Ou dans le sens oposé (répulsive) qualifié alors de
chimiotactisme négatif. 1l implique I existence de chémorécepteurs spécifiques (protéines) localisées dars le périplasme. La

spécifité de ces protéines n' est pas absolue Par exdemple, le chémorecepteur du galactose reconait aussi le glucose et lefructose,

et le chémorecepteur du mannose reconait aussi le glucose (Nicklin, 2000)
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- Specificitesd’ hote et d’organe
La pathogénicité ne dépend pas seulement de I’ éspéce en cause, mais |’ union de plusieurs
facteurs liés aux bactéries et al’ hdte (Le minor, 1993 ; Cunningham, 1987 ; Chartier, 1998)

L es recepteurs aux adhesines

Ils existent des récepteurs specifiques aux facteurs de virulence de labactérie, dépendant
de labase génétique de I’ hbte. Certaines espéces animales, ne produisent pas de récepteurs aux
adhésines qui permettent la colonisation des muqueuses, ou aux toxines qui provoquent
I’ apparition de Iésions. (Le minor, 1993, Cunningham, 1987 ; Chartier, 1998)

La periode de receptivite

/////

vie de I’animal ou les récepteurs sont présents: c’est ains que I'on peut parler de maladies
néonatales, du jeune &ge, de I’ adulte. (Le minor, 1993 ; Cunningham ,1987 ; Chartier, 1998)

Lavoie d'innoculation

Certaines bactéries administrées par voie orale sont inoffensives (Serratia), dors qu’elles
sont extremement pathogene si elles sont injectées par voie veineuse. Ce facteur dépend aussi du

nombre de bactéries ingérées. (Le minor , 1993)

la nature des aliments ingeres

La nature de I’aiment influe sur le pouvoir pathogéne. Ex : les Samonella ingérées avec

du chocolat sont beaucoup plus pathogenes que celles ingérées dans |’ eau. (Le minor , 1993)

122 FACTEURSDE VIRULENCE
- Lestoxines

Les différents facteurs de virulence des Entérobactéries  sont exprimés a des degrés et
niveau fortsvariables du tube digestif (intestin gréle (duodénum, iléon, j&junum), gros intestin).
Les divers modes d'action des bactéries entéropathogenes sont les suivants :-libération d’ine
toxine cytotonique ou <écrétoire (cholera like) dans l'intestin qui se fixe sur I’ entérocyte,
modifiant ainsi la concentration d’ AMPcyclique et GMPcyclique et provoquant un changement
dans la permesbilité ionique, sortie d’ eau et donc ladiarhée. ( Kaiser, 1998 ; Cunningham, 1987 ;
Le minor ,1993 ; bharat , 1996 ; Aopoff, 1996)
Il existe diverstypesde toxines:

o des toxines de type perforine (comme la Streptolysine O) ou des phospholipases

(Lécithinases) agissant sur la membrane plasmique ou les membranes internes.
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o des toxines interférant avec le métabolisme (inihibition de la synthése des
protéines) comme les toxines Shigella-like ou vérotoxines
0 des toxines provoquant des modifications du cytosquelette et pouvant provoquer
ains un relachement des jonctions serrées et la diarrhée. (Popoff, 1996 ; Kaiser,
1998)
- Production d’ hémolysine
L’hémolyse est un caractére trés virulent, les animaux d’ expérience aux quels on enléve
ce caractére porté sur un plasmide ou chromosome présentent une diminution de la virulence.
(Pelmont, 1995).
- Possession d’ unsysteme chélateur defer
Les E. coli ont élaboré des ligants permetant de solubiliser et transporter le Fer, des
chélateurs de Fer només sidérophores. Il en existe deux types:
0 les entérochélines ou entérobactines (sidérophores de type cathécol) codés par un
chromosome. (Prescott, 1995 ; Villate, 1997)
0 les aérobactines codées par un plasmide, |'agent chélateur est un composé
d hydroxamate. Ce type de plasmide (codant pour |’ aérobacting) transportent au
méme temps I’information pour la production de colicineV, ce qui justifie la plus
haute virulence chez les bactéries possédant un plasmide ColV.
L’INRA amisau point un test de détection del’ aérobactine. (Villate, 1997)

1.3 IDENTIFICATION BIOCHIMIQUES DES ESPECES APPARTENANT

A LAFAMILLE DESENTEROBACTERIACEAE
1.3.1 LE GENRE ESCHERICHIA

10 um

Figured4 : Eschérichia. coli (coloration Gram) Figure5: Eschéricha.coli  (micrographe
(kaiser, septembre 23, 1998) électronique) (Kaiser. septembre 23, 1998)
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- Organisation

C'est un bacille Gram- Anaérobie facultative possédant des péritriches et flagelles. Elle
présente un poids de 10-12g, avec I'Eau : 70 %. (Philipon, 2004, Kaiser., 2004 ; Le minor,
1993). Le genre Escherichia comprend cing espéces : E. fergusonii, E. hermanni, E. vulneris, E.
blattae, isolée de blattes. Ces especes sont différentes les unes des autres du point de vue
phénotypique et hybridation ADN/ADN, ce dernier point est parfaitement semblable entre
E.coli et Shigella ainsi que le pouvoir pathogene qui est identique, en effet les antigenes O de
certains sérotypes sont fortement apparentés avec ceux de I'E. coli. (Pelmont, 1995 ; Nichilin
2000 ; Anonymel0, 2004)

- Habitat

C'est une bactérie (eubactérie) commensale du tube digestif des animaux et de
I"homme. Philipon. 2004, Bharat .1996, Encarta, 2003) la seule présence des populations de E.
coli dans I'intestin crée une compétition pour le « territoire » et les ressources aimentaires,
limitant ainsi les invasions par d’ autres especes bactériennes. Chez les oiseaux 10% a 15% d’E.
coli pathogéne sont innofensifs dans le tractus intestinal.  Cette bactérie occupe dés la naissance
la partie distale de I'iléon, et du colon, ce pendant sa proportion est toujours faible (1000 fois
moins importante) (Barrie, 1994 ; Rollan, 1997) comparée a celle des bactéries anaérobies. Cette
flore subit constamment des fluctuations dans sa compoisition, elle peut regrouper une dizaine de
sérotype chez un méme individu (Le minor, 1989).

L’E. coli est un indicateur d’ une contamination fécale car sa présence dans I'eau et le sol
n'est pas considéré normale (Bharat, 1996 ; Kaiser, 1998 ; Le minor, 1989). Les bactéries
Escherichia coli, sont utilisées afin d’ obtenir de I’insuline humaine. Elles sont largement utilisées
en génie génétique, Des travaux ont permis d'insérer I'ADN d'organismes étrangers dans ses
plasmides et ses bactériophages. (Philipon , 2004)

On peut aujourd’hui synthétiser des hormones, des enzymes et des produits génétiques

identiques a ceux présents dans les systémes vivants. Grace au génie génétique. (encarta. 2003).

- Caracteres bacteriologiques
Se sont des bacilles a 70% mobiles, asporulés, de 2,5 mic de long X 0,6 larg (maladie des
volailles (81), présentent les caractérs suivant : (Chups, 1999 ; Le minor, 1989 ; Philipon
-Glucose + (production de gaz), H2S-, 20044, Kaiser, 1998 , Nichilin, 2000)
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-lactose+, manitol+, sorbitol, +;

-B-galactosidaset+ (le plus souvent) ;

-ONPGH+, Citrate deSimons-, VP-, uréase-, TDA-,

-indole +, (se caractére peut étre négatif suite a une mutation) ; (Nichilin, 2000 ; Buston et al.,
1977)

Au laborattoire, il arrive d'isoler des souches d’'E.coli lactose- (apres 24h d' étuve), ces
souches acidifient tardivement le lactose, actuellement ceci ne preéte pas confusion, grace au test
d’ ONPG. En effet, toutes les souches E.coli (lactoset+ ou lactose-) possedent une f3-galactosidase
trés active, d’'ou le test positif en 10 a 30 mns. (Le minor ,1993)

Les réactions négatives sont enregistrées avec : phénylalanine-désaminase, uréase, gélatinase,
KCN, malonate, adonitol, inositol, H2S, citrate de Simons. (Avril ,1997; Le Minor, 1989 ;
philipon, 2004, Kaiser , 20044, Pilet et a.1979) (La production d'H2S, possible codé par un
plassmide ; (LE. Minor 1989)

- Souchesatypiques (le Minor, 1993 ; Pelmont, 1995)

Se sont des souches mutantes qui ont perdu ou acquis un caractére biochimique non

habituel chez I’ espéce E.coli. Exemples:

0 Desvariansindole-: pour ces souches, I'indole est le seule caractére qui a muté.
(Le minor 1993). A la différence des souches appartenant a I'éspéce Echerichia
fergusonii qui sont : indole-, LDC-, ODC-, (Pelmont, 1995).

o Desvarians H2S+, Uréaset, ces caractéres sont codés par un plasmide qui peut
déterminer une résistance a un antibiothique tel que la tétracycline. (Le minor, 1993 ;
Pelmont, 1995)

0 Alkalescens-digpar (A.D): Auparavant les varians immobiles et agazogéenes de
I'’E. coli portaient le nom de Alkalescens-dispar et éaient classés avec les Shigella,
aujourd’ hui, on leurs reconnait le méme pouvoir, la méme écologie que ceux des autres
E. coli, d’ou leur intégration dans ce genre. (Le minor 1989 ; 1993). IIs sont isolés des
selles d’individus en bonne santé. Ils sont immobiles, agazogenes, feremtent
tardivement le lactose, ou lactose- ; ONPG- ;

L’eau de boisson et I'alimentation souillées peuvent véhiculer des colibecilles. La
transmission des souches pathogénes par |’ cauf est fréquente entrainant un taux important de
mortalité chez les jeunes poussins. La source d'infection est La contamination en surface de
I’ceuf par les matieres fécales, lors de ponte, ensuite a I’ éclosion la contamination se propage a
tout le lot (Nichilin, 2000 ; Macfarlane , 2000)
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1.3.2 LE GENRE SALMONELLA
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Figure 6 : Salmonella aprés coloration Gram (microscopie ééctronique). De nombreux flagelles
couvrant les bactéries. (Kaiser , Septembre 23, 1998)

- Caracteres biochimiques
(kaiser, 1998 ; Le minor, 1989 ; Pelmont, 1995 ; Pilet et d., 1979, Cunningham, 1987 ;
Bharat ,1996 ; Chartier, 1998 ; Anonyme 11, 2004)

Caractéres en comun :

Lactose -, ONPG-, H2S-, glucose + avec production de gazs ;

LDC+, ODC+, ADH-, Uréase-, TDA-, indole-, glycérol-, galacturonate-.

Caractéeres différenciées selon les biotypes : (Le minor .1993)

Salmonella. typhi ;

H2S traces, LDC+, ODC-, ADH-, gaz (glucose)-, citrate de Simons- ;

Salmonella. paratyphi :

H2S-, LDC-, ODC-, ADH- , Gaz (glucose)+, Citrate de Simons- ;

Ces deux sérovars sont strictement adaptés a1’ homme.

Salmonella. ubiquiste:
H2S+, LDC+, ODC+, ADH- , Gaz (glucose)+, Citrate de Simons+ ;
Cest le sérovars le plus répondu chez les humains et les animaux a sang chaud
surtout L’ Entéritidis dont Le réservoir principal est constitué par le tractus gastro-
intestinal des mammiféres et des oiseaux (de plus en plus fréquent chez la volaille).
Dans la maorité des cas, les animaux sont considérés comme des porteurs
asymptomatiques ; cependant, certains d'entre eux peuvent, dans d'autres cas,
exprimer des signes cliniques plus ou moins séveres. Cette espéce est  souvent
responsable des toxiinfection alimentaire, la dose infectieuse est la plus basse lorsque
les Salmonelles sont apportées dans des aliments & haute teneur en matiére grasse ou
en protéines, substances qui entraineraient une protection des bactéries contre
I’ acidité gastrique. (Bharat , 1996 ; Le minor, 1993 ; Colin, 2004 ; Peiffer, 1999)
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A l'isolement les Salmonella ubiquistes sont parfois confondus avec les genres
entérobactériens non entéropathogenes, comme Hafnia alvéi, Citrobacter freundii,
Proteus mirabilis, ou bien quelques (rares) souches d’ E.coli H2S+, cependant certains
caracteres biochimiques permettent de les différencier (tableau 5)
Tableau 3: Caractéres différentiels des Salmonella ubiquistes, avec Hafnia alvéi (H),
Citrobacter freundii (C), Proteus mirabilis (P), E.coli (lecture aprés 24h d'étuve a 37°c) (Le.
Minor, 1993 ; Cunningham, 1987)

S. ubiquiste | H. alvéi C. freundii | P. E.coli
mirabilis | H2S+ (*)
Milieu Lactose - - d - +
KIA ONPG - [+] [+] - +
H2S + - [+] + +
LDC + + - - +
Milieu Uréase - [-] - - -
Urée- TDA - ; ] + _
indole indole - - - - +
Citrate de Simons - [+] - - -
[+], [] : caractére, positif ou négatif dela majorité des souches.

KIA : milieu Hajna-Kligler. (*) Hébergent un plasmide codant pour le caractére H2S.
Salmonella. gallinarum :
H2S traces, LDC+, ODC-, ADH-, Gaz (glucose) +, Citrate de Simons- ;
Sérovars aviaire, devenu de plus en plus dificille a isoler, en France a cause de
I’ éradication fait par les vétérinaires dans les élevages. Les souches isolées sont

toujours immobiles. (Le minor, 1993).

1.3.3 LE GENRE SHIGELLA

- Caracteres generaux

Le caractére constant chez les Shigelles est I’ absence de mobilité, ce qui permet de dire que
le milieu de culture (manitole-mobilité) est le milieu contenant le «sucre clé» pour
I’identification des ces egpéces. Se sont de bactéries auxotrophes, exigent pour leurs croissance

laprésence de |'acide nicotinique et produisent peu de gazs lors de la fermentation du glucose,
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d’ou leurs caractére glucose-. (Le minor, 1993 ; 1989 ; Bourdon et a., 1980 ; buston, 1977 ;
Cunningham, 1987)

Les Shigelles ont de nombreux caractéres biochimiques négatifs :

Lactose-, H2S-, LDC-, Citrate de Simmons-, Uréase-, TDA-

Les milieux lactosés ne sont jamais acidifiés en 24h par ces especes, sauf pour |’ éspéce
S.sonnéi qui peut I’ &re tardivement. L’ enzyme bactérienne, f-galactosidase est présente chez les
especes ; Sonnéi, Sdysentériae, Sboydii 9 d'ou le caractére ONPG+. (Tableau 5).

Tableau 4 : Caractéres diférenciés de Shigella. (Le minor, 1993 ; Pelmont, 1995)

S. dysentériae S. flexneri S. boydii S. sonnéi
Manitol _ + + +
Indole |- + [-] [+] - +
ONPG |+ [-] - - - + - +
gaz - - - + - + - -
Catalase | - + + + + + + +
ADH - - - - - [+] - -
OoDC - - - - - - [+] -
[+],[-] : caractérepositif ou négatif de la majorité des souches.

Remarque : L es Shigella sont génétiquement trés proches des E.coli, on ne peut distinguer ces deux genres par
hybridation ADN/ADN.

L es Shigella sonné se distinguent en deux colonies, différentes qui peuvent étre isolées au méme temps, a ne
pas confondr e avec une contamination. Nous avons :

-colonies phase I, smooth, rondes, bombées.

-colonies phasell, a contour et surfaces irréguliers, mates, plates.

134 KLEBSIELLA-ENTEROBACTER-HAFNIA-SERRATIA
Désignés en bactériologie médicale sous le nom de « KEHS » sur la base du caractére en
commun VP+. C’est un groupe qui montre une résistance aux antibiotiques dont I’ importance va
croissant des Klebsiella aux Entérobacter et surtout Serratia. (Le minor, 1993)
- Habitat
Le genre Kebsiella, est isolé de I’'homme et des animaux a sang chaud, qu'ils soient

malades ou porteurs. Les espéces ubiquistes sont K. pneumoniae et K. oxytoca, sont hotes
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normaux de |’ appareil respiratoir et surtout du tube digestif, mais en petit nombre, ce qui rend
leurs présence importante dans le test de contamiation fécales des eaux. Il existe des espéces
d’origine aguicole ou tellurique, dénudées de tout pouvoir pathogéne se sont : K. planticola, K.
terrigena. (Le minor, 1993).

Deux genres d’' Entérobacter sont rencontrés dans les eaux usées, le sol, les aliments
(produits lactés ou viande) se sont: E. aérogene e E. cloacae. (Pelmont, 1995;
Cunningham,1987 ; Le minor, 1993,1989)

Entérobacter. cloacae est une commensale du tube digestif de I’homme et des animaux
asang chaud. (Le minor , 1993 ; 1989 ; Cunningham, 1987)

Le genre Hafnia ou I’ éspéce unique H. alvéi fait partie de la flore normale du tube
digestif de I’homme et des animaux a sang chaud. Elle peut étre isoléee des viandes de boucherie,
des eaux propre ou usées, du sol, légumes, produits de laiterie.

Les différentes espéces de Serratia sont isolées des petits mammiféres, d’insectes et de
plantes, de I’ environnement. (Le minor, 1989)

- caracteres morphologiques et culturaux

Dans le groupe des « KEHS »Les caractéres culturaux et morphologiques sont d’une
grande importance pour orienter le diagnostic, surtout pour le genre Klebsidla, plus
spécialement K. oxytoca et K. pneumonia, dont les colonies sont volumineuses (3-4mm apreés
24h d' éuve a 37°c) d aspect mugqueux avec tendance a la confluence (caractére qui ne disparait
pas avec le repicage). Touts les milieux, sélectifs ou non sont favorables a la poussée des
Klebsiella, les colonies apparaissent rondes et bombées. (Le minor, 1989 ; 1993 ; Pelmont ,1995)
L’ éspece E. cloacae a une croissance rapide sur les milieux usuels & 37°c. Sur le milieu Hektoen,
les colonies sont rondes de couleurs saumon et |égérement irisées. (Le minor, 1993 ;1989).

Les Serratia sont des bacilles mobiles, sur les milieux usuels les colonies sont de petite
taille (diamétre 1.5-2mm) rondes smooth et irisées. La température 37°c convient a L’ éspéce S.
marcescens, celle de 20-30°c aux autres especes. Pour se genre, un phénomene particulier appelé
«rebond ala colistine » peut aider dans la confirmation du diagnostic, se phénomene e lit sur le
milieu « Muler-Hinton » ou les colonies présentent autour de disque de colistine ou polymyxine
une zone sans culture prés du disque puis une culture en cocarde et a nouveau une zone
d’ hinibition (le minor, 1993)
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Figure 7 : Formation de (cocarde) ( Philipon, 2004 ; Le Minor, 1989

- Caracteres biochimiques

Tableau 5: Pricipaux caractéres biochimiques des especes appartenant au groupe « KEHS ».

(Le minor , 1993 ; 1989)

K. E. H. Serratia

oxytoca cloacae alvé Marcescens liquefaciens
ONPG + + + + +
Lactose + + - - -
H2S - - - - -
Manitole- + + + + +
mobilité - + d (37°¢) + +
VP + + d (37°c) + +
Uréase + - - - -
Citrate de| + + - + +
Simons
LDC + - + + +
OoDC - + + + +
ADH - + - - -
Gaz en|+ + + - -
glucose
Indole + - - - -
TDA - - - - -

1.3.5 LE GENRE EDWARDSIELLA
- Habitat

Edwardsiella est rarement isolée. L’ éspéece isolée des oiscaux est E. hoshinae chez les
quels elle ne présente aucun pouvoir pathogene (Le minor, 1993)
- Caraceteres morphologiques et culturaux
Dans le genre Edxardsiella, I'éspece H. hoshinae est la plus glucidolitique, mais la

production d' H2S et indole est moins active. (Le minor, 1993)
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Cette éspéece productrice d'HzS ne doit pas étre cofondue avec Samonella et les souches
atypiques d’E. coli (voir tableau 8).
Tableau 6 : Les caractéres de différenciation de trois genres (Edxardsiella, Sdmonella, E.
coli). (Le minor, 1993 ; 1989)

E. coli atypique Salmonella E.
ubiquiste hoshinae
ONPG + + + - -
Lactose -(apres | + + - -
24h)
Indole + - + - +
H2S - - + + +
CitratedeSimons | - - - + -
Manitol + + + + +
uréase - - + - -

1.3.6. LE GENRE PROTEUS
- Généralitée
Le genre Protéus fait partie d’'un groupe de bactéries tres répondues dans la nature,
végétant sur les muqueuses et la peau, appelé en bactériologie «la tribu des Proteeae ». |l
comporte les trois genres: Protéus, Morganella, et Providencia. Ces derniers sont les seules
Entérobactériaceae a posséder les enzymes désaminase oxydative du L-tryptophane ou de la L-
phénylalanine soit TDA ou Ph al DA. (Le minor ,1993)
Les protéus sont des comensaux du tube digestif de I'homme et des animaux, goi g’ en
petit nombre. On rencontre le plus souvent, par ordre décroissant les espéces : P. mirabilis, P.
vulgaris, P. penneri. (Le minor .1993 ; 1989 ; Buston, 1977)
- Caracteres morphologiques et culturaux
Les Protéus sont caractérisés par leur extreme mobilité et leurs polymorphisme da a la
présence sur les bacilles de nombreux flagelles longs et courts; c'est sur la base de ce
polymorphise que le nom Protéus leur a été atribué et qui vient du mot Gréc Protée et qui signifie
« changer de forme avolanté ». (Le minor, 1993)
L’ extréme mobilité est facilement décellable sur les milieux d’isolement, ou le Protéus se
propage par ondes concentriques, formant un film recouvrant les bactéries potentiellement
pathogéenes (Salmonella, Shigella). Ce phénomene est appel é aissaimage.
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- Caracteres biochimiques
Les caractéres qui distinguent les protéus des autres Entérobactérie sont
0 Uréasetrésactive en moinsde 5 mm.
0 Nombreréduit de sucres fermentés
0 Ne poussent pas sur milieu synthétique au Citrate de Simons.
Tableau 7: Caracteres biochimiques des différentes ésépéces du genre Protéus. (Le Minor.
1993 ;1989)

I P mirahilis | P. wulgaris | P. morganii

Caractéres en commun :

TDA +
ONPG -
ADH -
LDC -
Résistance a la colistine +

Caractéeres différenciés:

Uréase
H2S
Indole -
oDC
Manitol | -

Citrate de Simons
VP d - -

+++

+ '+ o+
N
I++I

Tableau 8 : Diagnostic différentiel du genre protéus avec quelques genres bactériens de la
méme famille. (Le minor .1993, 1989, Pelmont , 1995)

_ Caractéresen commun Caractéresdifférenciés

Avec Protéus Avec Protéus

Salmonella H2S+, ONPG-, indole-* Uréase-, TDA-, LDC+,
Manitol+

Shigella De nombreux caractéres Uréase-, TDA-, immoabiles,

Négatifs** H2S-

Citrobacter H2S+ Uréase-, TDA-, ONPG+,
indole- ****

Yersinia Uréase +++*** H2S-, TDA-, ONPG+

*: | éspéce indole- du genre Protéus est : P. mirabilis.
** : P. rustigianii, présente de nombreux caractéres négatifs.

*** : P.morganii possede une uréase trés active. **** : Citrobacter.freundi est indole-.
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1.3.7. LE GENRE YERSINIA

- Habitat

Les sérotypes nom pathogenes sont ubiquistes, réncontrée chez de nombreuses espéeces

animales, notemment les petits mammiféres sauvages, les rongeurs, les oiseaux et le porc.
Yersiniaest une entérobactérie, isolée par coproculture. (Le minor, 1993 ; 1989)

- Caracteres morphologiques et culturaux

Sur les milieux sélectifs: (SS, Hektoen) et les géloses lactostes (Mc Conkey), les

colonies sont « en chapeau chinois » ne sont repicables qu’ apres 48h a 37°c.

- Caracteres biochimiques

Laréaction VP est négative a 37°c, mais positif a30°c, et trés positive a 22°c.

L’uréase eg trés positif. L’ONPG+, TDA-, ce dernier caractére évite la confusion avec la tribue
des Protéae.
Tableau 9 :Diagnostic différentiel entre: Yersinia entérocolitica (Y), protéus wilgaris (P),
Klebs ella oxytoca (K),les caracteres biochimiques sont obtenus sur des cultures a 37°c apres 24h
d’ éuve. (Le minor, 1993 ; 1989)

uréase | Mobilité | Gaz *

Caractére en commun
postif

Caractére en commun
négatif

Caractéredifférencié
Positif

Caractéredifférencié
négatif

*: production de gaz lorsde frmentation du glucose.

1.3.8 GENRE PSEUDOMONAS

Le genre Pseudomonas de la famille des Pseudomonaceae est un Bacille Gram-,
N’ appartient pas a la famille des Entérobactériaceae, mais considéré une entérobactérie, car il
végete dans le tube digestif des animalix a sang chaud et peut se comporter comme un pathogéene
opportuniste. A la différence des Entérobactériaceae, chez La majorité des souches de
Pseudomonas, le métabolisme glucidique n' est pas fermentatif mais oxydatif. Laforte densité de
cette bactérie est due ala pression de sélection exercée par les antibiotiques. (Buston et al., 1977 ;
Nichilin , 2000)
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- Pseudomonas aeruginosa

Cest un becille pyocyanique (bacile du pus bleu) fréquemment isolée en bactériologie
médicale. || est Commensal du tube digestif mais peu abondant chez le sujet sain, il occasionne
de nombreuses infections chez les sujets fragilisés. 1l produit deux pigments qui diffusent dans
le milieu de culture : la pyocyanine, bleu vert, soluble dans le chloroforme et la pyoverdine,
jaune vert, fluorescent et soluble dans I'eau. Il existe de rares souches produisant d'autres
pigments (noir ou rouge) mais surtout 10% de souches sont non pigmentées. La production de
pigments est favorisée sur les milieux de King "A" pour la pyocyanine et "B" pour la pyoverdine.
(Anonyme 4, 2004).

- Caracteresbiochimiques

o Cractére en commun : Oxydase+.

o D'autres caracteres sont utiles pour le diagnostic d'espéce :
Indole -, urée -, TDA - (tryptophane-désaminase), Hz2S -, gélatine +
ONPG - (orthonitrophényl-galactose)
Nitrate-réductase +

LDC - (Lysine-décarboxylase), ODC - (Ornithine-décarboxylase), ADH +
(Arginine-deshydrogénase). (Systématique bactérienne 2004, .buston, 1977,
nichilin 2000)

- Particularité du genre Pseudomonas:

Il est cgpable dutiliser de nombreux substrats carbonés comme seule source de carbone et
d'énergie : glucose, acide lactique, acide acétique, arginine, mannitol, citrate, malonate ...
(Anonyme, 2004).
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1. L’ECOSYSTEME DIGESTIF

La microflore intestinale appartient a | écosysteme digestif ,conditionné par des facteurs
tel que: lamigration (mobilité), le hasard, les enzymes, I'immuno régulation , I'adhésion et Les
interactions bactériennes qui  aboutissent a la formation de substances antibactériennes
inhibitrices de la croissance d'autres groupes bactériens. La formation de bios films exige
I’existence de communication de la cellule- cellule appelée « quorum sensiting » et le

transfert de matiere génétique entre les bactéries.

1.1 DEFINITION

L’ écosystéme digestif d’un animal conventionnel*, est le résultat d'une interrelation
permanente de La microflore intestinale (biocénose) avec les aliments et I'organisme humain ou
animal (biotope), cet ensemble et Indispensable pour I'équilibre des fonctions vitales de
I'organisme. (Gournier-Chéteau, 1994 ; Fuller, 2000 ; Rollan, 1997 ; Lian-Hui, 1993) Dans leur
environnement, les microorganismes forment une biomasse considérable dont I'activité se traduit
par la production in vivo d'enzymes et de métabolites.( gournier-Chateau .1994, Blaut, 2000)

Cette biomasse est formée par un ensemble de micro colonies dont chacune correspond & un

clone microscopiques, mais le plus souvent elles sorganisent en bio film. (Quillien, 2001; Blaut,
2000)

Figure8: Lesbactéries formant des
microcolonies ala surface d’une Cellule
buccale recouverte intégralement par des
bactéries Gram®. (Quillien, 2001)

*: "'animal conventionnel est lanimal qui est exposé a tous les microorganismes de
I’environnement. 1l est éventuellement malade, latent ou non. Dans les conditions expérimentale,
on utilise le mot : Holoxénique (Richard, et d., 1982 ; Todar, 2002 ; Barrie Stephen 94)
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1.2. FACTEURS DETERMINANTS LA COMPOSITION DE
L'ECOSYSTEME
1.2.1. MIGRATION D’UN ECOSYSEME A UN AUTRE

Les bactéries vivent librement dans un environnement semi liquide ou liquide (vie
planctonique), d’ou la possibilité de les cultiver au laboratoire car plus faciles & récolter.
Beaucoup de bactéries sont mobiles, elles migrent d’un écosysteme a un autre, permettant les
échanges de flore entre écosystémes :

- Laflorevaginale
Provient de laflore intestinale mais modifiée sous I’ effet de la fermentation du glycogene
deslactobacillus, acidifiant ainsi le milieu en produisant de I’ acide lactique.
- Laflore conjonctivale
A pour origine la flore naso-pharyngée (via le cand lacrymal) et delaflore buccale etc.).
- Lafloredepassage
Transitoire existe sur la peau ou les muqueuses : bactéries des aliments, de la terre, de
I'air, cependant, les bactéries peuvent s'implanter et faire partie intégrante de la flore normale
dans I'organisme, s elles bénéficient des conditions de croissance favorables. (Gournier-
Chéteau, 1994 ; Quillien, 2001)
- Laflorevagino-périnnéenne

C'est laflore maternelle qui est rapidement implantée mais sélectionnée. (Quillien, 2001)

122 LEHASARD

Les bactéries ingérées a la naissance ont plus de chance de coloniser le tube digestif que
celles pénétrant plus tardivement. La durée qui sépare la séquence d’ établissement de I’ é&at
d’ équilibre varie d’ une espéce animade a I’ autre, dle peut aler de quelques semaines a un mois.
(Gournier-Chéteau, 1994) Le docteur J. Seignalet dans son ouvrage « |’alimentation ou la
troisieme médecine » 1996, signale que les microorganismes doivent étre accepté par |’ hdte. Des
études menées sur des jeunes enfants ont montré que ces derniers  éevés en milieu stérile
N’ expriment pas les molécules HLA de classe |l (Le systeme HLA découvert en 1965 participe a
laréponse immunitaire). Ces derniéres apparaissent sur I’ épithédium des villosités induites par la
flore et les aliments complexes. (Rollan , 1997).
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123LESENZYMES

Pour leurs établissement dans le tractus digestif, les bactéries utilisent les nutriments
disponibles, I’ utilisation de nutriments implique forcément la présence d’enzymes, libérés soit
par les bactéries elles méme, ou bien par d’ autre microorganisme présents dans I’ habitat colonisé
Les bactéries qui colonisent le mucus recouvrant la mugueuse intestinale, échappent au flux du
mouvement péristaltique, et utilisent le mucus comme source d’ énergie pour devenir indigenes,
et coloniser avec facilité le tube digestif. (Mujeeb, 2004 ; Anonyme 4, 2004, Gournier-Chéteau,
1994 ; Blaut, 2000)

1.34 L'IMMUNOREGULATION
Les bactéries présentes dans |e tube digestif sont des xéno biotiques, donc et logiquement
rejetés par I'hdte. Or, les bactéries arrivent a se faire accepter et sont captées par des sites
réceptifs organi sés par les cellules du systéme immunitaire d’ou I’ explication de sélection visa
vis des micro-organismes. (Gournier-Chateau , 1994 ; Blaut, 2000).
- Phénoménede tolérance visa vis des bactéries commensales
Le GALT (les structures GALT, sont données plus loin) peut en permanence repérer les
antigenes inoffensifs présents dans les aiments ou sur les bactéries commensales ainsi que |es microbes
pathogenes. (danonenutritopics.2002) Alorsquel(s) phénomene(s), dépendant(s) de
I'nbte ou des microbes, explique (nt) I'absence de réaction inflammatoire de la muqueuse
intestinale en réponse a ce genres d’envahisseurs? Des chercheurs ont avancé plusieurs
hypothéses :
o Acces aux plaques de Peyer ; Les commensaux ne peuvent pas accéder aux plagues
de Peyer et restent piégés dans le mucus, leur présence n'induit pas la maturation et la
migration de cellules dendritiques contrairement aux bactéries pathogénes. (danonenutri
topics, 2002)
o la voie de transduction cdlulaire;c'est la voie par la quelle I’épithélium
reconnait ses agresseurs ,Le facteur de transcription NF-kB de la cellule épithéliale est
par exemple activé en réponse au lipopolysaccharide constituant la paroi des bactéries
Gram négatives, il contrdle la transcription des génes de tres nombreuses molécules
d'adhésion et de cytokines comme ( IL-1, TNF- , IL-12) et chémokines comme(I'IL8,
MCP-1) ) pro inflammatoires qui attirent et activent les cellules de I'inflammation comme

les polynucléaires , neutrophiles. Contrairement aux bactéries pathogenes, les bactéries
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de laflore commensale n’induisent pas de réaction inflammatoire. ( Gournier-Chéteau,
1994 ; Danonenutritopics, 2002)

0 effet anti-inflammatoir e des bactéries commensales ; Des chercheurs Neish et
al, qui ont montré que des souches de Salmonella non pathogénes appliquées au pdle
apical de cellules épithéliales en culture, ninduisaient pas de libération basolatérale
d'IL8. En plus ces souches non pathogénes possédaient un effet inhibiteur sur la
synthese basolatérale d'IL8, lorsque ces cellules étaient exposées a différents stimuli

inflammatoires (souches pathogenes de Salmonella).

0 Les souches non pathogénes de Samonella éaent en revanche capables
d'empécher I'étape de trandocation nucléaire de NF-kB, et en conséguence |'activation

de latranscription de ses multiples genes cibles. (Danonenutritopics 2002)

124 L'ADHESION
- Apercu général

L'adhérence est la capacité de la bactérie & se déplacer au contact de la membrane
apicale de I'entérocyte pour sy fixer et par la suite I’ensemble de la population microbienne va
former des bio films sur la surface de I épithélium gastro-intestinal, facteur important dans la
colonisation du tractus digestif ; L’adhésion varie avec le pH et la température du milieu. Dans
une étude concernant l'action pathogéne d'E. Coli au niveau du tractus digestif et urinaire,
Yamamoto et coll ont démontré in vitro, que la présence d'un flagelle assurant la mobilité de la
bactérie conditionnait largement ses capacités d'adhésion a I'entérocyte tandis que de telles
constatations n'étaient pas effectuées au niveau de la muqueuse urinaire. (Fuller, 2000 ; collignon
et al., 2000)

La fixation ou I’attachement des bactéries ne veut pas dire immobilité : certaines
bactéries sont capables de glissement ou de reptation, ces mouvements sont dus a des
modifications de morphologie ou de la structure de surface. (Fuller, 2000) L’ absence d’ adhésion
n’ empéche les bactéries de coloniser le mucus d’ou ils puisent les éléments nécessaires a leur
survie, a savoir le carbone, I’ azote et I énergie. (Anadon , 1993, Anonyme 4, 2004 ; lian-hui ,
1993)
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- Colonisation de la muqueuse intestinale

A la microscopie éectronique, la multiplication active de certaines souches d'E. Coli
entérotoxinogénes adhérant & la bordure en brosse, révele I’ existence d'un tissu fibreux autour
des germes marquant la colonisation et renforgant leurs liens avec la membrane entérocytaire
tout en laissant persister un espace bien visible : en I'absence dinvasion (pénétration et
multiplication du germe dans I'entérocyte), il n'existerait donc pas de solution de continuité entre
le germe et I'entérocyte. (Anonyme 4, 2004, Collignon. et al., 2000)

Les premiéres populations microbiennes qui adhérent & I’épithélium pavimenteux
stratifié, offrent une base d’ adhésion a d’ autres bactéries pour constituer une couche, dans la
littérature, on décrit cette couche comme étant un ensemble de consortiums fonctionnels de
cellules bactériennes et/ou fongiques enveloppées dans des matrices de polymeres, des
glycoprotéines et de lipides (glycocayx). (Bigot et al., 2001). L’ adhésion peut se faire de deux
fagons :

0 Au niveau des récepteurs glucidiques spécifiques situés sur le glycocalyx, qui
captent les protéines bactériennes particuliéres (adhésines). (gournier-chateau.1994).
Dans Certaines bactéries (E. coli), la couche externe n'est plus congituée de
macromolécules mais d’organelles de nature protéique, fibrillaire et rigides (les
fimbriae). L'attachement est alors plus spécifique d'un couple bactérie cellule, essentiel
dans certains pouvoirs pathogénes. (Quillien, 2001)
0 Par la membrane cytoplasmique des bactéries qui se fixe directement a la
membrane des cellules épithéiales, les points d'attache se font aux extrémités
hydrophobes lipidiques des acides lipotéchoiques qui viendraient Sinsérer dans la
double couche hydrophobe de la membrane ; Ce phénomeéne est appelé ancrage.
Les interactions entre les extrémités  hydrophiles des molécules d'ancrage
lipotéchoiques aboutissent a la formation d’agrégats. (Gournier-Chéteau, 1994 ;
Nichilin, 2000, Thomson et al., 2004)
- Structure d’adhésion ou pili :

Les pili, congtituent un point d’ attachement pour les bactéries gram négatives, leurs
facilitant |’adhésion et par conséquent la colonisation des cellules hotes. Se sont des tubes
minces, de protéine provenant de la membrane cytoplasmique. Le pilus a un axe composé de
protéine appelée le pilin. La structure adhésve a une forme typique de celle du récepteur
spécifique de glycoprotéine qui la regoit. Puisque les bactéries et les cellules hbtes ont une
charge négative, le pili peut permettre aux bactéries de se lier, en dépit de la répulsion
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électrostatique, Les bactéries sont constamment perdantes et reformantes de pili et la méme
bactérie peut commuter les bouts adhésifs du pili afin d'adhérer a différents types de cellules.
(Thomson et al., 2004 ; nichilin, 2000)
- Mécanismed'adhésion dela flore normale
Les mécanismes d'adhésion de bactéries pathogénes s appliquent auss a la flore
normale. En général, il y atrois explications :
0o Tropisme de tissulaire: Sans I’ existence de facteurs de croissances fournis par
I’ héte, les bactéries ne pourraient adhérer aun site quel conque.
o] Capacité de L'héte de créer un environnement inhospitalier pour certaines
bactéries par la production de substances comme acides de I'estomac, sels de la bile et
lysozyme.
o] Structures d’attache: les composants membranaires (par exemple capsules,
fimbriae, composants des membranes cellulaires, etc.) des bactéries commensales sont
utilisés comme ligands d’ attache aux récepteurs specifiques localisé au site de la
colonisation.
o Bio films: construction de bio films bactérien sur une surface du tissu, ou
colonisation d’un bio film déja construit par une autre espéce bactérienne. Beaucoup de
bios films sont un mélange de microbes, bien qu'un membre soit responsable pour
maintenir le bio film et peut prédominer.
(Thomson et al., 2004 . Anonyme 4, 2004, Collignon et al., 2000)

REMARQUE Les adhésines bactériennes rentrent en contact avec les hydrates de carbone situés dans la
lumiére intestinale. Ce répertoire de site d'adhésion (hydrates de carbone) est génétiquement contrdlé par
I'héte; ce qui permet de dire que le génome de I'héte contrdle le comportement de la microflor e intestinale,
principalement celui deI’adhésion bactérienne. (Anonyme 4, 2004)

- Mécanismerégulateur pour le répertoirede sitesde |'adhésion

Dans les conditions normales, a la naissance le répertoire de site est dit «inné» c'est-&
dire qu'il est codé génétiguement. Au fur et a mesure de la progression de I'invasion
microbienne, ces structures cellulaires se détériorent sous |'effet de glycosidases bactériens
jusgu'a la naissance du répertoire adulte. La premiére colonisation du tractus gastro-intestinal
dépend du répertoire inné et de ce fait varie individuellement. Ceci est différent dans le cas ou
les bactéries initiales sont dotées de possibilité glycolytique, e répertoire évolue et les nouvelles
espéces se lient aux mucines comme nouveaux Sites. Pour cette raison, chague personne a sa

propre flore intestinale.

33



Synthese bibliographiqgue Etude globale de la microflore

Comme régulateur, le dialogue entre les bactéries et I'hdte a &é auss démontré
récemment la flore bactérienne résidante envoie des messages qui perturbent |'expression ou
activité de glycosyltransferases cellulaire entrainant ainsi un changement dans le répertoire des
hydrates de carbone des mucines. Si les nouveaux sites sont favorables aux bactéries non
pathogenes I’ effet est Considéré bénéfique pour I"hote. (Hooper et Gordon rapporté par kaiser,
1998)

1.25 INTERACTIONSBACTERIENNES
- Apercu général

Il existe des interactions entre les bactéries aboutissant a la formation de substances
antibactériennes inhibitrices de la croissance d'autres  groupes bactériens. Cette action
inhibitrice provoque I’ ouverture d’ une niche écologique et de ce fait I’ établissement d’un autre
groupe de bactéries qui a |’ affinité pour le méme substrat mais n'est pas susceptible au composé
antimicrobiale. (Margie et al., 2003 ; lian-hui , 1993 ; Blaut, 2000)

La nouvelle communauté de bactéries, constituée d’ une multitude d’ espéces vaformer un
bio film. La formation de bios films exige I'existence d'un Echange d'information entre
bactéries grace a la synthése de molécules comme signal qui sont produites dans
I'environnement et peuvent étre senties par les autres bactéries. Ces signaux peuvent influencer le
comportement et capacités métaboliques de bactéries en modulant I'expression du gene.

Deplusle transfert de matiére génétique entre les bactéries dans!’intestin gréle est

trésimportant puisque il est directement impliqué dans larésistance aux antibiotiques et la
capacité de bactéries pour s adapter aux changements de I’ environnement (lybbey, 2000 )
- Quorum sensiting

La communication de cellule -cellule dans une population a haute densité est souvent
appelée « quorum sensiting ». Il implique la synthése bactérienne d'une molécule de signal.
Comme le nombre de cellules augmente, les signaux s accentuent jusqu'a ce qu'un seuil soit
atteint. 1l existe une diversité de signaux : générateurs de signaux et régulateurs de la réponse.
Chez les Gram-négatif les générateurs de signaux sont : lalactone N-acylhomoserine (acyl-HSL),
lafamille des Luxl, et les régulateurs de la réponse sont :  la famille de LuxR . Chez les Gram
positifs, la préférence est pour les signaux peptides, aussi appelé phéromones peptide. (carre et
a., 2002 ; swift, 2000, Anonyme 3, 2003)
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Figure9 : Synthése de molécule de signal impliqué dans le « quorum sensing » carre et al., 2002,
hastings . 2004, swift. 2000)

Transfert de matiere génétique entre les bactéries :

Les variations génétiques par transfert de matériel génétique se résume en deux

phénomenes: latransformation, et la conjugison

La transformation

0 Définition : Cest un transfert passf d'ADN d'une bactérie donatrice a une
bactérie réceptrice (bactérie en état de compétence) lui permétant d acquérir de
nouveaux caractéres génétiques stables et transmissibles. (ickiin, 2000 ; Peimont, 1995)

0 Caractéres de la transformation : La transformation naturelle sobserve chez un
nombre limité d'especes bactériennes Gram positif ou Gram négatif. Le transfert est <1
%, la fréquence de transfert est de I'ordre de 10* & 10°). Elle débute par un éat de
compétence, la bactérie réceptrice est ainsi prete arecevoir I' ADN qui sefixe, pénétre et
finit par S'intégrer dans son génome. (Nickiin, 2000 ; Pelmont, 1995 ; Randall et al., 2004)

Chez les bactéries a Gram postif, a chague stade de la transformation, il y a excrétion
d’un activateur spécifique d'espéce qui se fixe a la surface de la bactérie. |l y a ensuite

Synthese d'une protéine fixatrice de I'ADN, d'une autolysine et une endonucléase.
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L'ADN fixé est ensuite partidlement hydrolysé puis converti en un fragment

monocaténaire. (Philipon ' 2004a; sordogna, 2003 ; Randall et al., 2004)

La fixation des ADN de multiples sources est possible, mais les recombinaisons
génétiques ne se font que si les deux bactéries, donatrice et receptrice sont génétiquement
trés proches. Chez les bactéries a Gram négatif, I'état de compétence est auss en relation
avec la synthése d'un activateur de paroi qui est excrété par la bactérie a la phase

exponentielle de croissance (H. influenzae) ou a la phase stationnaire (Acinetobacter).

(bordogna . 2003)

La conjugaison

Définition : Il sagit toujours d'un transfert d’ ADN, seulement ici, la cellule donatrice
doit impérativement posséder un facteur sexuel (facteur F), ce dernier permet la synthése de pili
sexuds et donne au chromosome sa polarité (caractére male F+). Donc ¢ est un transfert dans un

sens unique, orienté (cellule donatrice sexuelle) et progressif. (Nicklin, 2000 ; Pelmont, 1995 ;

Randall et al., 2004)

Tableau 10: Déscription de la conjugaison (Nicklin, 2000)

CARACTERE DE
CONJUGAISON

ELEMENT DE
CONJUGAISON

DESCRIPTION

SPECIFICITE

-ADNchromasomique

-plasmides

-Le transfert se fait entre
bactéries d’'une méme éspece,
surtout chez les Gram- (E.cali,
Salmonella, Pseudomonas
aeruginosa)

-le transfert entre éspece
confondues.

DIFFERENCIATION
SEXUELLE

-bactérie donatrice F* —y
a bactérieréceptrice F

F* caractére male cest le
plasmide qui code pour la
+ biosythese (pili sexuel),
I'insertion dans le chromosome
bactérien, & mobilisation vers
la bactérie F,

APPARIEMENT :
CONTACT

-pili (233 /bactérie F)

-pont cytoplasmique (de
100 a 300 mp)

-ils détectent les zones de
contact et se fixent sur la cellule
F.

-lieu du transfert
chromosomique. Le pont est
formé par larétraction des pilis
et le rapprochement des
membranes cytoplasmiques des
bactériesF" et F.
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-brun d’ADN -le transfert debute par un seul
brun  pour permetre la
TRANSFERT DE L'ADN réstauration du génome de la
bactérie F".

-pont cytoplasmique, | -le lieu de transfert est le pont
site réplicateur cytoplasmique, met en jeu un
site réplicateur spécifique

ADN coupé et Facteur F

réplication circulaire
{cercle roulant)

contraction et
ralongement du
pilus

Chromosome

Hir strain : cellule portant le plasmide F intégré

dans le chromosome.les génes incorporés par le

cellule donnatrice plasmide sont automatiquement transférés ala
F+ cellule receveuse

second brun d'ADN
synthétisé

synthése d'un brun
d'ADN

cellule donnatrice complémentaire

(1) Les génes proches de I'oriT sont
transferes d'ahord

cellule receveuse

{2) ADN complétement transfeéré a la cellule F-

FigurelO : Transfert de matiére génétique par mécanisme de conjugaison
(Nicklin, 2000 ; Pelmont, 1995)
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2. NATURE DES BACTERIES PROLIFERANT AU NIVEAU DU

TRACTUSDIGESTIF

2.1 ORGANISATION
2.1.1 CARACTERISTIQUES

L’écosystéme  digestif contient des nombres considérables de bactéries
phylogenetiquement et physiologiquement différents. Se sont des espéces individuelles, ou
assemblés dans différent micro habitats et niches métaboliques, sur la muqueuse et dans la
couche du mucus, aussi bien que dans la lumiére intestinale. (Lybbey, 2000, Lian-Hui , 1993 ;
Blaut, 2000)

212 EXAMEN AU MICROSCOPE ELECTRONIQUE

L’ Examen de matiére intestinae a la microscopie éectronique montre que la plupart des
bactéries sont attachées & des  gtructures cellulaires, se sont les espéces prédominantes, elles
sont phylogenetiqguement semblable mais physiologiquement distinct des populations libres (non
attachés).

Elles sont directement responsables de la dégradation des polymeéres insolubles complexes.
De ce fait une compétition bactérienne se crée au sein de I’ écosystéme, elle est le résultat de
communications métaboliques entre différentes populations bactériennes permettant ainsi
d’ éviter les surpopulations. A titre d’ exemple la relation existante entre bactéries productrices de
H2, et bactéries consommatrices des H2. (Lybbey, 2000 ; Gournier-Chateau, 1994)

2.2 CLASSIFICATION GENERALE

La répartition de la flore varie selon les segments du tube digestif (bourlioux. 2004).
Chaque segment définit un biotope digtinct, possédant une flore caractéristique, La flore
digestive peut se trouver dans la lumiére intestinale ou adhérer ala muqueuse digestive. La flore
luminale dépend de la teneur du milieu en oxygéne, des sécrétions du tube digestif, des
nutriments disponibles et de la vitesse du transit. (Todar, 2004 ; Richard , 1982 ; Fuller , 2000)

La flore des muqueuses exige I’ intégrité des entérocytes qui sont capables de recevoir les
bactéries sur des stes spécifiques d’ adhésion, et dépend de la vitesse de production de mucus, de
laproduction d’ anticorps (1g) sécrétoires, et del’ extrusion de matériel cellulaire de lamembrane.
Fuller, 2000)
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Tableau 11: Minimum, maximum et optimum pH permettant la croissance de certain

procaryotes. (Todar , 2004).

Organisme pH Minimum pH Optimum p pH Maximum

Lactobacillus 4.0-4.6 5.8-6.6 6.8
Staphylococcus 4.2 7.0-7.5 9.3
Escherichia coli 4.4 6.0-7.0 9.0
Clostridium 5.0-5.8 6.0-7.6 8.5-9.0
Pseudomonas 5.6 6.6-7.0 8.0

Pour lamajorité des animaux, la microflore digestive est divisée en trois groupes:

22.1LA FLORE DOMINANTE

C'est lamicroflore résidente, autochtone ou indigéne. Représente 90% de la flore totale,
composeée principalement de Bifidobacterium, Lactobacillus et bactéroides. (Richard et al.,
1989 ; Gournier-Chéteau , 1994)

22.2LA FLORE SOUSDOMINANTE

Représente (1%) de la flore totale, comprend les Echérichia coli, les Enterococcus et les
streptococcus. C' est la flore surgjoutée, acquise par I’ aimentation, I’ environnement, le mode de
vie; ¢'est lamicroflore intermédiaire, de protection et de tolérance.

Cette microflore doit S adapter a celle qui I'a précédé, la maitresse des lieux (microflore
résidente). Elle change avec le changement de son environnement (alimentation) et en
renouvellement permanent, car elle est plus ou moins fixée sur les villosités intestinales et
desquame avec les cellules épithéliales. L’ acceptation par la microflore résidente de cette flore
intermédiaire entraine

« L’ effet de barriére ». (Richard et d., 1989 ; Gournier-Chateau , 1994)

223LA FLORE RESIDUELLE

Inférieure a 0,01% , comportant des Protéus, des Clostridium, des Staphylococcus, des
pseudomonas, des levures gppartenant a |'espece Candida, des champignons ainsi que des
bactéries a pouvoir pathogene potentiel. (Gournier-Chateau , 1994)
La composition de la flore intetinale résidente peut étre modifiée par I'ingestion de
microorganismes qui transitent dans le tractus digestif, sans trouver de niche écologique pour se

développer.
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Ces microorganismes constituent la flore alochtone: transitoire, de passage, ou étrangere.
Certaines souches de la flore alochtone sont appelées ‘probiotiques’ en raison de leur effet
potentiellement bénéfique sur la santé. (Richard et al., 1989)

En général, de nombreuses souches bactériennes de |a flore intestinales sont de nature plus
ou moins putréfiant ou pathogénes ; elles sont appelées "bactéries nuisibles' et peuvent former
des substances nuisibles pour I'héte, en particulier certaines substances putréfiant telles que
['ammoniac, le sulfure d'hydrogéne, des amines, des phénols, desindoles et des
Acides biliaires secondaires. Ces substances peuvent attaquer directement I'intestin et également
étre partiellement absorbées pour exercer potentiellement un effet pathogéne. Certaines
bactéries telles que les bactéries lactiques ne produisent pas de substances putréfiantes et sont
appelées "bactéries bénéfiques' (Anonyme 4, 2004)

2.3CLASSIFICATION CHEZ LESOISEAUX

Le tube digestif des volailles bénéficie de la présence d' une large population de bactéries et
champignons. Chez le poulet, plus de 200 types métaboliques ont étés classés dans 29 genres
bactériens différents, sachant que seulement 25% des souches seraient identifiées. Ainsi, le
nombre total de cellules bactériennes est plus important que le nombre de cellules

eucaryotes congtituant I’ organisme de I héte. (Fuller, 2000, Gournier-Chéteau, 1994)

23.1LESPRICIPALESBACTERIESDU TUBE DIGESTIF
- Lafloredominante
Les micro-organismes dominants dans la flore intestinale, et présents tout le long du
tractus digestif sont les Lactobacillus: Lb. Salivarus, Lb. Acidophilus, et Lb. Fermemtum.
(Fuller, 2000, Gournier-Chéteau , 1994)
- Laflore sousdominante
Est représentée par les souches d’Enterococcus: Ec. Faecdis subp. Liquefaciens, Ec.
Faecais subp. Zymogenes, Ec. Faecium, Ec. Avium et Ec. Galinarum. (Gournier-Chéteau ,
1994 )
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Tableau 12 : Nombre de bactéries viables (Iog10 / g de contenu) des groupes majoritaires dans le
tube digestif du poulet (d'aprés Smith, 1965; cité par Malet, 2001, Gournier-Chéateau et
al., 1994 ; Fuller, 2000)

Log 10 jabot gésier duodénum iléon caeca
lactobacilles 8,7 7,3 8,0 8,6 8,7
entérocoques 4,0 3,7 4,0 4,2 6,7
coliformes 1,7 - 2,0 2,7 5,6
levures 2,7 - 1,7 - 2,0
clogridies - - ) ) 9,0
anaérobies - - - - 10,0
obligatoires

non

sporulant

Streptocoque - - - - 10,0
anaérobies

Anaérobies - - - - 10,0
obligatoires

non

sporulant

-:log<1; (-): pastoujoursprésent

2.3.2 MODE DE COLONISATION

La colonisation du tube digestif débute dans le caecum, d'ou les Enterococcus et les
entérobactéries vont envahir la totalité du tractus digestif vingt-quatre heures aprés la naissance.
Trois jours aprés leur nombre diminue (sauf dans |e caecum) au profit des
Lactobacillus qui deviennent largement majoritaires. ) L’ installation de la flore normale dans le
tractus digestif demande seulement deux semaines, alors qu’au niveau du caecum, elle demande
plus de temps. (Gournier-Chéteau et a., 1994), dans des publications des auteurs rapportent qu'’il
faut quatre a six semaines pour que la flore des caeca se stabilise. (Gournier-Chéteau et al.,
1994 ; Fuller, 2000)

41



Synthese bibliographiqgue Etude globale de la microflore

2.3.3 VARIATION DU FACIESMICROBIEN EN FONCTION DE LA LOCALISATION

AU NIVEAU DU TUBE DIGESTIF
- Lejabot

Le Ph acide du jabot (de I'ordre de 4 a 5) est du a la présence de grandes quantités
d’ acide organiques, principalement I’ acide lactique et I’ acide acétique qui sont produits par les
Lactobacillus, flore dominante dans cette partie du tube digestif. Cette acidité empéche le
développement des microorganismes non acidotolérants tels que les Salmonella, les Eschérichia
coli, la présence des E. coli est maintenue par I'ingestion quotidienne de féces, (Gournier-
Chéteau, 1994). Le Dr Conner de l'université d’ Alabama, souligne que Les volailles stressées
ont tendance & manger plus les fientes ce qui contribue a l'implantation des salmonelles »
( Duchatel , 2002)

- Legése
Dans le gésier le pH est encore plus bas que dans |e jabot (de |’ ordre de 1 42) donc trés
acide ce qui empéche le développement d’un grand nombre de bactéries. (Gournier-Chéteau et
al.,.1994 ; Duchatel, 2002)

-  Leduodénum

Dans le duodénum la présence des microorganismes est faible (moins de 10°
microorganismes/g du contenu duodénal), ceci n’est pas du al’ acidité du milieu mais a la forte
pression en oxygéne et au transit important de nutriments nécessaires a la survie de ces bactéries,
Au niveau de ce segment du tube digestif, il y a une forte concentration en enzymes et en
composés antimicrobiens tels que les sels biliaires qui limitent la croissance bactérienne. On
retrouve principalement des lactobacilles et des souches d’ Enterococcus hirae et des Clostridium
perfringens (Gournier-Chéteau , 1994, Fuller , 2000)

- Jgunumet I’ilion
A partir de la, I’ environnement devient plus favorable & la croissance bactérienne gréce a
la diminution; de la pression d’'oxygéene, de la concentration en enzymes et sels biliaires
(réabsorption et dégradation en partie par la microflore). Mais et par manque de substrats la
croissance bactérienne devient limitée dans le cas d’ingestion d’ aliments facilement digestibles.
(Duchatd, 2002 ; Fuller, 2000). Dans ces deux segments, se développent surtout des bactéries
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aéro-anagrobies facultatives: E.coli, Lactobacillus (Lb. Acidophilus et Lb. Reuteri),
Enterococcus. (Gournier-Chéteau et al., 1994)

- Lecaecum

C’ est un organe trés riche en microorganismes complexes (10/g du contenu) enfouie dans la
couche de mucus et attachée a I’ épithélium, ce microbisme important est du au fat que le
contenu de cet organe est rarement renouvelé (1 a2 foig/jour). (Duchatel, 2002 ; Fuller , 2000,
Gournier-Chéteau et al., 1994)

La flore dominante a ce niveau ed représentée par les anaérobies dtricts: les
peptostréptococcus (30%), |es bactéroides (20%), Eubacterium (16%), Clostridium (10%),
et les bifidobacterium (10%). Sont fréquemment présents mais en nombre restreints les
bactéries anagrobies facultatives : les E. coli, Citobacter, Salmonella, Protéus et Klebsiella

Les microorganismes au niveau du caecum jouent un réle nutritionnel non négligeable ; en
effet il semblerait que le caecum soit le siege : (Gournier-Chéteau, 1994, Souilem et a., 2002,
Leeson Sand A.K. Zubair, 2004, Degolier eta., 2003)

0 d'unedégradation delacellulose;

o d'une activité protéolytique bactérienne ;

0 d'une synthese de vitamines par les microorganismes intestinaux ;
0 d’'une absorption d’ azote non protéique ;

0 d absorption del’ eau.

Le reflux de I’ urine dans le caecum (particularité anatomo-physiologique chez les oiseaux)
permet |' utilisation de I’ acide urique (représente 1% de I’ urine) par un grand nombre de souches
bactériennes (10%/g du contenu caecal). Actuellement ces souches sont purifiées et
caractérisées, elles constituent apres six semaines suivant I éclosion lamoitié de laflore
Caecale. Les bactéries a activité uréolytique appartiennent & des especes de bacilles Gram’, une
espéce de coccobacilles Gram™ , plusieurs bacilles non sporulés Gram®, et deux espéces de
coccobacilles Gram®. L’activité uréolytique justifie le Ph élevé du caecum, et la présence
d’ammoniaque et d’ urée. (Gournier-Chéteau et al., 1994 ; Cunningham , 1987 ; Rousset . 2000).
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3. ASPECT NUTRITIONNEL ET METABOLISME

3.1 ASPECT NUTRITIONNEL
311 LESELEMENTSNUTRITFSPOUR LESBACTERIES

Une bactérie exige des éléments nutritifs énergétiques. Quels sont les ééments nutritifs
disponibles au niveau de I'intestin ? Se sont tous les ééments de la nourriture non absorbés par
I"hote (fibres et sucres indigestes) des matiéres provenant de I’ hdte (mucus et cellules mortes) et
meétabolites issus de la digestion microbienne des hydrates de carbone. Tous ces ééments sont
disponibles dans la partie terminale de I’ intestin & savoir : caecum, colon et rectum. (Anonyme 6,
2004 ; Gournier-Chateau , 1994)
Tableau 13 : Les substrats et enzymes entrant dans digestion chez lavolaille. (Tirédu tableau 1:
carbohydrate digestion in poultry, DR steve leeson (Leeson and Zubair, 2004)

Région de Enzyme ou substrat Produit final pH
I’intestin secrétion
duodénum amylase Dextrine Maltose- Glucose 6a8
Intestin gréle Maltase- Maltose Glucose —glucose 58a
Isomaltase Sucrose Glucose-fructose 6,6
Sucrase lactose Glucose galactose
lactase
Caecum Fermentation | Cellulose, polysaccharides, acidesvolatilesa 57a
microbienne sucres, chaine courte, vitamine | 6,9
K et B.

3.1.2LA DIGESTION ET ABSORPTION DESNUTRIMENTS

La microflore intestinale constitue un potentiel enzymatique qui joue un réle important
dans la digestion et |’ absorption des nutriments ; exemple de la digestion de cellulose qui se fait
en présence d’'une enzyme : la cellulase, or cette derniére est absente de la plupart des intestins
de vertébrés, et se ne sont que les micro-organismes présents dans le tractus digestif qui assurent
une digestion symbiotique de la cellulose. ( Todar, 2004 ; Souilem , 2002)

Les substrats issus d’aliments peu digestibles subissent une fermentation bactérienne plus
importante que les aliments hautement digestibles. Les bactéries se trouvant dans la lumiére
intestinale utilisent les nutriments au méme temps que la cellule héte, d’ autres encore possedent

un capital enzymatique plus riche que celui de I'hbte, ces bactéries peuvent a leurs tour libérer
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des nutriments absorbables par I'hote. . Ains, la suppression d’ antibiotiques peut entrainer une
augmentation de la digestibilité de la matiére séche. (Raharjo et Farrell, 1984, cité par Malet,
2001, Fuller, 2000) ducluzeau et raibaud ont dressé un petit tableau résumant I'action de la
microflore sur I’animal hote.

Tableau 14 : Actions de la flore (1) anaérobie et anaérobie facultative du tube digestif (Lybbey ,
2004 ; Loyd, 2002 ; Boloh et Ducluzeau, 2004)

action role

Modification qualitative du contenu digestif | Physique (pH, potentiel d’oxydoréduction) et
@, 2 biochimique (métabolites bactériens).

Modification de I’ anatomie du tube digestif (1) | Volume des divers compartiments, structure
de la paroi intestinale, surface absorbante de la
muqueuse intestinale.

Modification de la physiologie digestive (1), | Transit, renouvellement de I'épithélium
2 intestinal, absorption des lipides, glucides,
azote, eau minéraux.

Modification du systéme immunitaire | Accroissement du nombre de plasmocytes, a
intestinal (1), (2) IgA et delataille des plagues de Peyer.

Effets de barriere visavis de souches| Elimination drastique ou partielle d’inoculums
bactériennes exogenes (1), (2) bactériens variés.

Modification du systéme immunitaire | Accroissement du nombre de plasmocytes, a
intestinal (1), (2) IgA et delataille des plagues de Peyer.

3.2 METABOLISME
3.21 PROTEINESET ACIDES AMINES

Les bactéries modifient les protéines et les acides aminés. Le tryptophane est transformé
en composes indoles, la glycine, en anmoniaque, et la méthionine, en hydrogéne sulfuré. L’ urée
est transformée en ammoniaque, La bilirubine est métabolisée en urobilinogéne; les sels biliaires
peuvent étre scindés en enlevant la glycine et la taurine, et subir une dé hydroxylation, I’ acide
cholique éant transformé en acide désoxycholique et I'acide chénodésoxycholique, en acide
litho choligue. Cette action de séparation et de dés hydroxylation rend les acides biliaires plus

insolubles et moins capables de former des micelles. La dégradation des polysaccharides
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complexes (xylane, glucane, pectines, mucines, mucopolysaccharides, glycoproténes) se fait
principdement au niveau du colon en présence de bactéroides. Ces derniers, ainsi que les
Entérobacter aérogenes, et les Eschérichia coli, possedent une activité B-glucoronidase qui
permet I’hydrolyse des B-glucoronides et la libération de substance a pouvoir carcinogéne tel

gue les aglycones. (Gournier-Chateau , 1994)

3.2.2 VITAMINES

Les bactéries peuvent auss modifier la synthese et le métabolisme des vitamines. La
vitamine B2 peut étre liée et ainsi ne plus étre absorbable, Exemple, Les bactéries anaérobies
facultatives (E.coli, E.aerogenes) sont capables de synthétiser in vitro un large éventail de
vitamines (biotine, riboflavine (B2), acide pantothénique (B5), pyridoxine et vitamine (K) ainsi

que lacyanocobalamine (B12) et I acide folique (B9).

En général ces vitamines sont la base de nutrition des bactéries, sauf I’ acide folique qui
est généreusement utilisé par I'animal, ce pendant dans certains cas ces vitamines suffisent a
couvrir les besoins de I’ hote. (Thomson et a., .2004 ; Gournier-Chateau , 1994 ; Todar, 2004)

4. PROTECTION CONTRE LESINFECTIONS

4.1 PRINCIPE

Une des fonctions essentielles de la microflore du colon est sa capacité de résister a la
colonisation par des bactéries exogénes; pathogéne ou non pathogénes. Les mécanismes de
défense agissent séparément séquentiellement ou ensemble.il sont résumés dans trois déments:

41.1 COMPETITION BACTERIENNE

0 Les bactéries de la flore et les bactéries étrangéres sont en compétition pour le
méme substrat et les sites d’attachement épithéliaux, les bactéries qui Simposent
arrivent & inhiber l'adhérence des pathogénes aux sites récepteurs, soit par
encombrement stérique, soit par blocage spécifique du récepteur. De plus, les bactéries
bénéfiques peuvent se nourrir d’'un aiment, présent en quantité limitée dans l'intestin
et qui est nécessaire ala croissance d'un pathogéne. (Danonenutritopics,
2002, Margie etal., 2004)
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4.1.2 PRODUCTION D'UN ENVIRONNEMENT RESTRICTIF

Le métabolisme de la flore normale est en faveur d’un environnement physiologique qui
inhibe les concurrents potentiels, soit par la production d'acides gras volatils, qui conduit & une
modification locale de la concentration en ions hydrogéne (pH) ou la production de sulfure
d'hydrogéne ou la modification du potentiel d'oxydoréduction, soit par production de substances

antibiotiques telle que bactériocines. (Anonyme 4., 2004, Gournier-Chateau , 1994)

41.3 STIMULATION DU SYSTEME IMMUNITAIRE
- Description du systeme immunitaire intestinal

L’immunité intestinale est activé au niveau des plagues de Peyer, elle est assuré par les
lymphocytes intra épithéiaux et lymphocytes des follicules lymphoides, comportant une région
centrale, leslymphocytes B et une région latérale de lymphocytes T. Au-dessus de ces structures
se trouvent les cellules M, qui sont spécialisées dans le transport de particules vers le follicule.
Lorsqu'un lymphocyte est activé par une cellule dendritique présentant un antigene, il quitte la
muqueuse dans la lymphe et passe dans la circulation sanguine par le canal thoracique. Ce
lymphocyte activé colonise ensuite la méme région de la muqueuse ou d'autres sites actifs de la
muqueuse.

Les lymphocytes T sont classés selon leur fonction en deux phénotypes: CD4+
(assistant ou inducteur) et CD8+ (antiparasite ou cytotoxique). La plupart des cellules T intra
épithéliales ont le phénotype CD8+; cependant, les cellules de la lamina pro pria ont un
phénotype CD4+.

Les lymphocytes B (cellules de mémoire et cdlules du plasma) eles (70-90% des
cellules) Produisent les immunoglobulines de typeA. ImmunoglobulinesA sont sécrétées dans la
lumiére intestinale ou ils résigtent & la protéolyse par les enzymes digestives et jouent un réle
défensif important en bloquant des pathogénes potentiels. La fonction de médiateur assurée par
les anticorps IgA est appelée I'exclusion immunisée. (Fuller., 2000, Mujeeb, 2004)

- Stimulation du systéme immunitaire par la flore intestinale

Laflore intestinale déclenche une réponse immunitaire spécifique systémique et locae,
ensuite elle intervient dans la régulation de la réponse immunitaire en influant le nombre et la
distribution des populations cellulaires du systeme immunitaire intestinal. (Fuller, 2000, Lybbey,
2000)

La flore digestive es responsable de la migration et de la maturation des cellules
lymphoides précurseurs présentes dans les plagues de Peyer.
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Ainsi, elle agit sur la maturation des plasmocytes producteurs d'IgA sécrétoires dont la
fonction principale est D’empécher la fixation des pathogénes sur la muqueuse intestinale.
(Fuller , 2000, Lybbey, 2000)

Cette prolifération de ces cellules plasmatiques est encore stimulée par la présence de
lipopolysacharides des bactéries a Gram négatif (E. coli, Bacteroide). Certaines bactéries
stimulent I'immunité non spécifique en activant la fonction des macrophages (phagocytose,
synthése de cytokines). La production de cytokines pro et anti-inflammatoire par les
lymphocytes intra épithéliaux régule la réponse inflammatoire pour qu’elle soit fonctionnelle
sans étre excessive. (Fuller, 2000). Ce pendant un déséquilibre de la flore entraine une activité
néfaste des cytokines, qui peuvent modifier le métabolisme de I'animal et entrainer une
augmentation du catabolisme protéique et une réduction de la masse musculaire. Les acides
aminés des muscles et de I'aimentation sont alors orientés vers la synthése protéique et la
gluconéogenese du foie. Les cytokines entrainent aussi une hyperlipidémie et affecte le
meétabolisme minéral. (Degolier et a., 2003 ; Thomson et al., .2004)

- Mécanismesd’action dela flore intestinale
Les données de la littérature permettent de définir deux principaux mécanismes :

0 Lastimulation directe des cellulesimmunitaires via des interactions cellules :

Il S agit des récepteurs situés sur les cellules eucaryotes, les TLRs (Toll Like Receptors)
qui Reconnaissent des motifs structuraux invariants d’origine bactérienne, appelés
PAMPs (Pathogen Associated Molecular Patterns). Les motifs invariants sont
représentés par lipopolysaccharides (bactéries a Gram-négatif), les peptidoglycanes et
les acides lipoteichoiques (bactéries a Gram-positif), et les motifs CpG de |’ ADN.

La dégradation des antigénes alimentaires et la libération de composés aux propriétés

immunes modifiées. (Thomson et al, .2004 ; anonyme 7, 2004 ; Collignon, 2000)
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Figure 11: Stimulation du systeme immunitaire par la microflore intestinale (Gottrand, 2003 ;
Boloh ; Ducluzeau Robert, 2004)

4.2 EFFET BARRIERE OU LA PROTOCOOPERATION
4.2.1 EFFET BARRIERE DESBACTERIES

Dés I'ingallation d’'un état d’ équilibre, (Gournier-Chéteau, 1994) et avant la maturité

compléte du systeme immunitaire du tube digestif (fuller. 2000), la microflore intestinale forme

une ligne de défense contre les microorganismes quotidiennement introduits par I’ alimentation et

qui ont échappé au transit du flux gastro-intestinal. Les interactions microbiennes sont a la base

des mécanismes de défenses nommeés ; résistance a la colonisation, exclusion compétitive, ou
effet barriere. (Gournier-Chateau , 1994)
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Le docteur Sergi Rollan définie «|’€effet de barriere » par I'impossibilité pour la flore de
passage de s établir d’une part et d’ autre part la protection contre les infections des germes
exogenes (voir paragraphe _Stimulation du systéme immunitaire par la flore intestinale) |l
conclue dans sa définition que chaque étgpe de la vie adonc son effet barriére qui évolue avec le
mode d alimentation. (Rollan, 1997)

En général, I'exclusion compétitive se fait grace a I’ association de plusieurs souches de
bactéries individuellement inactives (Gournier-Chéteau , 1994 ; Lian-Hui, 1993) Les anaérobies
Facultative utilisent I’oxygene et créent ains un environnement réduit, idéal pour les anaérobies.
Les Produits métaboliques de bactéries anaérobies (et facultatives) sont des acides gras de la
chaine courte telle que acide acétique, propionique et acide butyrique qui sont responsables de la
baisse du pH. (Richard et d., 1982)

Les Bactériocines sont des exemples de substances antibiotiques qui sont produites par
quelques especes bactériennes. E.  coli produit une substance appelée colicine qui prévient la
croissance d'autres espéces et donc permet I'autorégulation de sa propre population. La
disparition ou la diminution des lactobacilles au niveau digestif entraine une prolifération de la
population colibacillaire. (Ergun, .2003 ; Hambert , 2000)

Un autre dément, & prendre en considération dans la protection contre les germes
exogenes est le systéme de séquestration du fer. En effet les bactéries non virulentes ne sécrétent
pas des systémes de captation du fer comme pour les bactéries virulentes (entérochéline ou
aérobactine), lorsqu’ elles pénétrent dans I’ organisme subissent une carence relative en fer car
leurs systémes de transports (transferrine, lactoferrine) sont moins avides en fer (Fe3+) que les
systemes de I’ organisme de |’ hote ce qui réduit leur prolifération.

Le spectre d'activité contre un germe pathogéne reste relativement étroit. (gournier-
chéteau.1994). Exemple les lactobacilles excluent les coliformes chez des animaux
gnotobiotiques. Cependant, leur action est beaucoup moins efficace chez des poulets
conventionnels, (présence d’ autres microorganismes en competition) (Watkins et Kratzer, 1983,
cité par Malet, 2001, Fuller., 2000)

Les sites principaux de résistance a la colonisation sont le jabot, premier lieu d’invasion
microbienne, et le caecum qui est le premier site de colonisation pour de nombreux germes
pathogenes, incluant Salmonella et les Campylobacter.. la propriété g ont les lactobacilles a
réduire I’ O2 atmosphérique pour la production H.O; et la faible concentration de’O2 dans les
parties terminales de I'intestin , expliquerait largement |’ absence de I’ effet antagoniste vis-a-vis
des salmonelles au niveau des caecum.( Gournier-Chéteau, 1994 ; Fuller, 2000 )
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0 Lorsquel'effet barriere se manifeste avant I’ entrée du germe pathogéne, il est dit
préventif. 1l est dit curatif, et drastique ou barriére violente (danonenutritopics.
2 0 0 2 lorsqu'il agit apres la pénétration du germe qu’'il éimine totalement. .
(Gournier-Chéteau, 1994). Par contre il est dit permissif, Sil arrive & réprimer le
développement du germe en le maintenant a un niveau de population inférieure a celui
qu'il pourrait atteindre en I’ absence de toute défense. (Gournier-Chéteau, 1994).
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Figure 12 : Développement de laflore digestif (Richard , 1982 ; Anonyme 2, 2002)
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4.2.2. EFFET BARIERRE DU MUCUS

Composition du mucus

Le mucus est composé de mucines, des glycoprotéines qui forment un gel, un véritable

piége pour les bactéries .les polysaccharides des mucines sont congtitués d’hydrates de

carbone : galactose, fructose, N-acetylglucosamine, N-acetylgalactosamine, et acides saliques,

ils sont en contact direct avec les bactéries et actuellement leur role dans lareconaissance de

cellule-a-cellule est rendu certain. (Anonyme 5, 2004)

Role protecteur du mucus

0 Effet barierre: La couche du mucus riche en radicaux sialates et sulfates
électronégatifs, constitue une barriere anionique a la pénération des germes. Il est
(mucus) égdement riche en lysozyme doué d'une faible activité antibactérienne.
(anonyme 5. 2004) De plus, une surface hydrophobe forte de la couche du mucus
empéche l'afflux de toxines solubles dans l'eau dans I'épithélium (chartier 1998).
L’ hydrophobicité est importante dans la partie distae de I’intestin elle est beaucoup
moins dans le reste tractus intestinal. (Anonyme 5, 2004 ; Margieet a., 2004)

o] Inhibition de I'adhésion : Le mucus congtitue aussi un inhibiteur compétitif de
I’adhésion des bactéries aux cellules épithéliales, car il contient des fractions de
carbohydrates dont la structure est analogue a celle des récepteurs glycoprotéiniques
spécifiques de la surface microvillositaire sur lesquelles se lient certaines bactéries
(Anonyme 5, 2004)

L'usage bactérien de mucus:

0 le mucus, un substrat idéal pour les bactéries: Le mucus gastro-intestinal est
un substrat pour les protéases et glycosidases bactériens, 25% de peptides des mucines
poursuivent |'action de pepsine.

Les acides gras volatils et sulfates différent cette protéolyse. Aprés dépolymérisation, le
mucus devient résistant a la dégradation protéolytique. Les glycosidases bactériens
permettent |'action. Malgré le faible pourcentage que ces bactéries représentent dans la
flore totale (1%), dles jouent unrdle dansla nutrition d’ autres bactéries résidentes. Tout
ceci al’avantage de créer une rivalité au sein de la communauté microbienne digestive,
ce qui nous permet de dire que les bactéries a activité glycosidases sont capables
indirectement d’ équilibrer I’ écosystéme intestinal. (Anonyme 5, 2004, Randall, 2004,
Gournier-Chateau , 1994, Collignon, 2000).
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0 Intérraction mucus bactérie: Le mucus et la mucine peuvent en se liant a la
bactérie, modifier ses propriétés de surface et empécher son adhésion. Par exemple, Y.
enterocolitica porte un plasmide de virulence qui code pour |'expression de
I" hydrophobicité augmentant ainsi sa capacité de liaison a une matrice hydrophobe
comme le polystyréne. La pré incubation de mucus intestinal brut ou de mucine purifiée
rend les bactéries plus hydrophiles et réduit de maniére significative leur liaison au
polystyréne, ce qui suggére que le mucus et la mucine peuvent masquer les adhésines

hydrophobes & la surface des bactéries, il & éé conclu donc que la réduction du caractére

hydrophobe par le mucus pouvait protéger les cellules hotes contre I'adhésion

bactérienne. (Gournier-Chateau , 1994, Collignon, 2000 )

Dans Des ouvrages, il a été rapporté que la microflore intestinale pourrait modifier le
profil glucidique cellulaire de maniére & favoriser la colonisation de bactéries bénéfiques
spécifiques, (Mallet b Serge 2001, Thomson A.B.R. et a.2004) leur conclusion est que le profil
des glucides et des mucines présents sur la surface des cellules de I'héte est un facteur essentiel
dans la sensibilité aux infections et colonisations microbiennes (Randall .K 2004, Gournier-
Chéteau, 1994 ; DanoneNutritopics, 2002).

42.3 RUPTURE DE L'EFFET BARRIERE
- Sdection derésistance aux antibiotiques

Des auteurs affirment que toute thérapeutique antimicrobienne est génératrice d’'un effet
de séection des résistances ; soit par sélection directe de la résistance & I’ antibiotique utilisé, soit
par « co-sélection » de larésistance a d’ autres substances non utilisées.

Cette sdection croisée se traduit par la présence permanente de bactéries porteuses de
multi résistances Plasmidiques. Ainsi I’incidence des bactéries résistantes a I’ antibiotique utilise
s accroit, de méme que pour les autres résistances portées par le méme plasmide ou par d autres
plasmides dans la méme souche, on parle aors de destruction des barriéres microbiologiques et
forte chance de dissémination des plasmides et par conséquent leur introduction dans un
écosysteme qui au paravent, leur éait completement inconnu. En d’autres termes,
I’administration d’un traitement antibiotique sélectionne les bactéries résistantes dont le nombre
augmente considérablement. Une bactérie potentiellement pathogéne sélectionnée, peut dans le
cas de diminution de défenses de I’organisme causer systémiquement des infections graves.
(Richard, 1982, Bordogna, 2003)
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- Effet bactéricide et/ou bactériostatique des antibiotiques

Dans des articles publiés il a été rapporté |’ effet bactéricide et/ou bactériostatique des
antibiotiques déséquilibraient la flore intestinale ce qui déclenchait  une diarrhée suite a
I’ émergence de souches pathogenes dans I’ intestin. (Anadon et al., 1993 ; Bordogna, 2003)

Dans certaines éudes, des animaux ont étés soignés aux antibiotiques pour les protéger
des pathogenes. L’ antibiotique utilisé est la streptomycine qui & pour effet de réduire la flore
normale .ensuite les animaux €éés infectés avec Samonella streptomycine résistante.
Normalement, approximativement une dose de 106 organismes aurait pu donner une infection
gastro-intestinale, mais dans animaux traités a la streptomycine dont la flore est changée, sont
devenus sensible car moins que de 10 organismes ont suffit pour causer la maladie infectieuse.
(Davis, 2004)

- Redtauration de I’ équilibre de la flore intestinale:

Il est intéressant a noter que les antibiotiqgues a spectre large n'affectent pas
généralement les bactéries anaérobies. (Lybbey, 2000), de méme qu’il est difficile d’ éliminer
totalement cette flore avec une antibiothérapie massive, une flore normae est restauré avec le
nettoyage par un antibiotique a spectre large La restauration de flore normale résulte en un
recrutement rapide de lymphocytes. (Davis., 2004, Todar, 2002)

Tableau 15 : Effetsindésirables des antibiotiques sur la flore digestive. (Richard, 1982)

PENNICILLINE Réduction Augmentation Autreseffets

en peros anaérobies protéus E. coli
AMPICILLINE Bifidobactéries Enterobacters Nouveau sérotype
peroset parentérale | Streptocoques Klebsiella, d’E. coli

Clostridium, E. coli Citrobacter

STREPTOMYCINE | E. coli E. coli
Streptocoques Streptocoques
Bifidus Bifidus a résigance
éevée
COLYMICINE - - -
GENTAMYCINE Flore aérobie
En peros
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TETRACYCLINE

anaérobie

Flore résigtante Nouveaux sérotypes
(Klebsiella, protéus, | E. coli

Enterobacter, Entérocoques
Pseudomonas,

Candida)

Y. RICHARD®, J.F. GUILLOT®°, J.P LAFONT®°, E. CHASLUS-DANCLA"®

Tableau 16 : Lesbactériesimpliquées dans le déséquilibre intestinal. (Anadon et al., 1993)

bactéries espéeces propriéé
saprophytes E.coli (2érobique non| Se sont les bactéries
pathogene) résidantes, responsables de la
lactobacille santé optimale de I’ intestin
Bifidobacterie
pathogénes Aeromonas Modifications dans la
Campylobacter composition
Salmonella la flore intestinale
Shigella accompagne  souvent la
Aureus du staphylocoque maladie diarrhéique aigué
Vibrio
Yersinia
Impliqués dans les | Klebsiella bactéries qui ne causent pas
pathologies auto-immunes Proteus des troubles aigus dans I'I1G,
Bacilles pyocyaniques mais impliqués dans
Citrobacter I'étiologie de plusieurs
problémes chroniques ou
systémiques
Marqueurs d’un | Enterobacter des organismes qui sont
déséquilibre Streptocoques caractéristiques
intestinal E. coli hémolytique "déséquilibre de la flore
intestinale »
Hafnia
E. coli mucoide
Indice Gram Gram de laréférence: le  pourcentage de Gram-

70-80% Gram-; contre le pourcentage de
Gram+ est un indicateur de
30-20% Gram + I’équilibre de la flore
intestinale.
Indice mycologique Les espéces communes : référence: 2+ a 4+ et
C. abicans, considéré anormal
C., tropicalis,

Rhodotorula, et Geotrichum
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Partie exp&imentale Matériels et méthodes

1. LESANIMAUX
1.1 PROVENANCE DESANIMAUX

Le lieu des prélevements et analyses est |e laboratoire régiona vétérinaire de Constantine
(LVRC), ce dernier par convention avec les différentes unités de production, recoit
quotidiennement des poulets vivants, sur lesquels, sont effectués, a la demande du vétérinaire
responsable du suivi de I'éevage des analyses bactériologiques, sérologiques et virologiques.
Dans beaucoup de cas (ceci concerne surtout les unités de production étatiques) les différentes
analyses sont demandées pour un contréle préventif.

Durant La période s étalant du 22 mai 2005 jusgu’ au 05 juillet 2005, des préévements ont
étés réalisés sur 223 poulets issus de différentes unités de production de I'Est Algérien (voir
annexel ) ; ils sont Agés de 1 jour & 7 mois et ne présentent aucun symptéme clinique. A
I’ autopsie, aucune Iésion N’ a éé décelée au niveau des différents organes (foie, poumons, reins,
vésicule biliaire, intestins et autres). Le choix des sites de prélévement s est fixé en fonction de
I’anatomie topographique de I’intestin des oiseaux, et de la répartition des entérobactéries au
niveau de ce tractus digestif. || comprend les portions suivantes: a 20 cm de la valvule iléo

caecale, les caecums, et le cloaque.

1.1.1 PRINCIPE D’ECHANTILLONNAGE
Dans la salle d’ autopsie, les poulets sont séparés par « batiment » et mis dans des cages
référenciées. La référence comprend le code du LVR (laboratoire vétérinaire régional), la date
d’arivée des poulets, le type d animal, la souche, et le numéro de I’ éclosoir ou du batiment
d’ devage. Les prélévements se font les jours de semaine sauf le week-end, dans |e cadre de notre
étude, le nombre de prélévement est choisi au hasard, selon':
- |"échantillon d’animaux disponible; 1 poulet / 5 poulets, 2 poulets/ 10 poulets,
efc....
- Del état sanitaire des animaux ; les animaux présentant : un jetage nasa, cloaque
souillé par les sdles diarhéiques, ou plumes ébouriffés sont exclus des
préévements. (Voir annexe 2 : les différentes Iésions, déceables a I'autopsie

aviaire)
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112 LESPRELEVEMENTS
L’ écouvillonnage cloacal est réalisé dés I’ arrivée des animaux, sur des poulets adultes

vivants (2 poulets pour chague bétiment). La méthode est smple, elle consige atirer lesailesdu
poulet vers I’arriere ensuite une aile est croisée sur I’ autre de fagon & obtenir une mobilisation
compléte de I’animal fecilitant ainsi I’introduction compléte de la tige cotonnée de I’ écouvillon
dans le cloague.

Les masses intestinales sont prélevées puis separées en lots. Chaque lot est mis dans une
boite de pétrie stérile sur laquelle est noté le numéro correspondant au prélévement.

Le moment de I’ abattage débute en général & 10h 30, mais peut dler jusqu'a 11h et 30
mn, dans ce cas le nombre de prélévements est diminué afin de pouvoir les traiter en entier.
Immeédiatement apreés les prélévements des masses intestinales, le contenu est extrait dans le

service de bactériologie médical e pour I’ ensemencement.

1.2 PREPARATION DES SUSPENSIONSINTESTINALES
1.2.1 SUSPENSION CAECALE

Pour chaque caecum, Une incision de I'extrémité libre est effectuée ains que
I’extraction du contenu par pression, de fagon a recueillir 1 ml de matiére fécale dans un tube
stérile contenant 5 ml d’eau physiologique. Aprés chague opération, bien agiter a la main le
contenu de chague tube, pour éviter le dépdt de matiére dans le fond. La méme quantité est
extraite de la méme fagon des caecums de poussins.

Tous les tubes sont centrifugés au vortex, puis ensemenceés aseptiquement dans le milieu
Mc. ConKey, en boite de pétrie. Les boites sont mises a I’ éuve pendant 24h. (N’ cib 1983
Vandepitte et al., 1994)

1.2.2 SUSPENSION ILEALE

L’iléon est incisé a 20 cm de la valvule iléocaecale et le contenu est extrait par pression,
puis par curetage de la paroi interne de I'iléon, assurant ainsi le recueil d’une quantité riche de
matiére intestinale dans des tubes contenant de I’ eau physiologique (le méme procédé que pour
la suspension caecale).

Une fois que tous les tubes sont remplis et bien fermés, chaque tube est passé au vortex

jusqu'al’ obtention d’ une suspension liquide, parfaitement homogéne.
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L’asepsie est un point trés important & respecter ; aprés chaque incision, il faut laver les
ciseaux et la pince avec de I’ eau, les tromper une minute dans de I’ eau javellisée et alafin les

passer sur laflamme du bec ben zen. (N’ cib 1983, Vandepitte al., 1994)

1.2.3 ECOUVILLONNAGE CLOACAL

Pour I" écouvillonnage, la technique est plus simple, plusrapide ; elle consiste & mettre
(devant la flamme du bec ben zen) quelque godtes d’ eau physiologique dans chaque écouvillon.
(LeMinor, 1993 ; N’ cib 1983, Vandepitte et a., 1994).

2. MILIEUX UTILISES

2.1 MILIEUX D’ISOLEMENT
2.1.1 PRINCIPE

Les milieux d’isolement pour Entérobactéries contiennent le plus souvent un sucre et un
indicateur du pH. Les sucres permettent de discriminer les colonies qui les fermentent de celles
qui ne le font pas. Les sucres les plus répondus utilisés sont: le lactose et le bleu de
bromothymol. D’ autres milieux peuvent contenir en plus de ces sucres, du saccharose et de la
salicine. Certains milieux contiennent du thiosulfate de sodium, lequel en présence du citrate de
Fer, permet d’isoler les colonies H2S+ (coloration en noir des colonies par le sulfure de Fer) N’
cib 1983, Le Minor, 1993b.

Les milieux sont coulés devant la flamme du bec ben zen, dans des boites de pétri de 90
mm ; ils ne sont jamais coulés a chaud, juste sortis de |’ autoclave, pour éviter la condensation
d’eau. Pour laméme raison il faut retourner les boites sur I’ autre face juste apres la solidification
et les laisser alatempérature du laboratoire jusqu'atotal refroidissement (minimum 1h) avant de
les mettre au réfrigérateur.

212 LESDIFFERENTSTYPESDE MILIEUX
Pour I"isolement des Entérobactéries, deux types de milieux sont retenus :
- Les milieux non sélectifs qui permettent la culture des germes non exigeants ;
- Les milieux sélectifs qui contiennent des antiseptiques pour inhiber la culture des
Gram-+
- La gélose nutritive: (milieux non sélectif)

Ce milieu a été utilisé comme milieu de conservation des souches i sol ées.
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o Composition : C est un polysaccharide complexe, agent gélifiant.

0 Préparation de la gélose nutritive déshydratée: Dans un balon en ver
gradué 1L, 28g de milieu déshydraté sont mélangés avec un litre d’ eau distillé, sur
un mélangeur et le liquide est porté a ébullition pendant 1h et 30mn, a t°
maximale. Apres que la solution ait refroidi la verser dans de petites bouteilles.
Ces dernieres sont mises al’ autoclave pendant 1h et 30mn a121°C. Les bouteilles
laissées la veille dans I’ autoclave, sont de nouveau stérilisées pendant un quart
d heure sans étre sorties de I appareil. Une fois les boutellles refroidies, les boites
de pétrie et les tubes (gélose inclinée) sont coulés aseptiquement (prés du bec Ben
sen). Au total pour 1 litre de gélose nous avons obtenu 22 boites de pétrie et 25
tubes (gélose inclinée).

Pour réussir une gélose inclinée, il faut mettre le tube, en position coucheée,
perpendiculairement sur le bord élargie de la pipette pasteur, €t le redresser gpres
refroidissement du milieu. (Vandepitte 1994 ; le Minor 1993)

La gélose lactosée de Mc Con Key :

Utilisée en bactériologie des eaux et des adiments, en coproculture et urobilinurie, ce

milieu permet I’isolement des bactéries Gram- non exigeants, et la différenciation en colonies

lactose+ et lactose-. Il est couramment utilisé dans le repiquage de cultures d’ entérobactéries

dont le but d’ obtenir des colonies pures.

0 Préparation : Dansle commerce, lagélose Mc Con Key existe sous forme
déshydratée, et liquide. Au niveau du laboratoire, nous avons utilisé la forme
disponible, liquide contenues dans des flacons préts al’ emploi. La préparation est
simple, elle consiste & autoclaver les milieux et les couler ensuite dans des boites
de pétries, en prenant les précautions déja citées.

o Lecture: Colonies roses a rouge brique (lactoset), I'aspect est di a un
précipité d acides biliaires en milieu acide; Colonies incolores (lactose -).
(Vandepitte et al., 1994 ; Le Minor, 1993b et 19894)

Milieu « Salmonela-Shigella », encore dit « milieu SS» :

Comme son nom l'indique, c'est le milieu de choix ,pour I'isolement de

Samonella & partir des selles ou denrées alimentaires soit directement soit aprés enrichissement ,

aing que la recherche des Shigella dans les selles dysentériques, ce milieu contient du vert
brillant comme inhibiteur des bactéries Gram+. (Vandepitte et a., 1994 ; Le Minor, 1993b ;

1989a)

59



Partie exp&imentale Matériels et méthodes

0 Préparation: Voir gélose nutritive. Ce milieu ne doit étre ni autoclavé, ni
refondu, il est seulement refroidi a 50 ° C. (le minor 1993). En bactériologie
alimentaire ou le milieu est souvent préparé, on garde les flacons a I’ éuve pour
une éventuelle utilisation.

0 Lecture: Aprés24h a48h d'incubation &437° :

Colonies rouges (lactoset) : E.coli, Enterobacter, Klebsiella pneumoniae et
Klebsella oxytoca.

Coloniesincolores & centre orangé (lactose-) : Providencia;
Coloniesincolores & centre noir (lactose-) : ex : Salmonella et Protéus

Le Protéus a la caractéristique d’envahir les milieux favorables a son isolement,
aur les boites de pétrie il forme une sorte de voile. Sur le «milieu SS» ce voile
N’ est jamais formé. (Vandepitte et al., 1994 ; Le Minor ; 1993b et 1989a).

Gélose Hektoen :

Milieu riche, excellent inhibiteur gréce a sa forte teneur en selles biliaires, il contient

trois sucres : lactose, saccharose et salicine, et il convient a la culture d’ entérobactéries un peu

lente a pousser comme les Shigella et potentiellement pathogénes comme les Salmonella,

Shigella, E.coli, Yersinia entérocolitica. Les colonies H 2 S+ présentent un centre noir

volumineux.

0 Préparation : Voir Mc. conKey.
Sur le marché, il existe des milieux avec et sans additifs. Si I’on utilise des
milieux sans aditifs, au moment de couler les boites, rajouter quelques gouttes de
cette substance dans chague flacon contenant le milieu Hektoen (bien agiter avant
I’emplois).
0 Lecture: Colonies Saumon (au moins |’ un destrois sucres fermentés) : E.coli,
Enterobecter, Citrobacter, Klebsiella, Yersinia, Serratia, vibrio cholérae,
Colonies Saumon & centre gris : Protéus wlgaris
Colonies a centre noir entourés d'un anneau gris vert : Samonella, Protéus
mirabilis
Colonies vertes: Shigella, Hafnia, Providencia, Morganella, Plesiomonas,
Pseudomonas aeruginosa. (Vandepitte et al., 1994 ; Le Minor 1993 ; 1989 ; Bio
Mérieux , 1982, Bourdonet al., 1980, Buston et al .,1977)

60



Partie exp&imentale Matériels et méthodes

0o Composition des milieux gélosés utilisées : (Voir annexe 4)

La plupart des milieux d’isolements possedent des compose en commun, et
différent par d'autres composés, sdon [I'utilisation (lecture seule ou
dénombrement) et selon le type de bactéries recherchées (bactéries exigeantes ou

non).

2.2 MILIEUX DENRICHISSEMENT
2.2.1 BOUILLON SELENITE DE LEIFSON

Le seul milieu utilisé dans notre expérimentation est un bouillon d’ enrichissement pour
Samonella commercialisé sous le nom de « bouillon sélénite de Leifson ».

Ce milieu est ensemencé avec un produit poly microbien (selles, denrées alimentaire)
lorsqu’il y a suspicion de Salmonelles. Contrairement au milieu SS, le bouillon d’ enrichissement
ne convient pas a l’isolement des Shigelles, ces dernieres ne nécessitent pas un enrichissement.
(Vandepitte et al., 1994 ; Le Minor , 1993). Pour laformule voir annexe : 5

- Préparation :

La dissolution par le chauffage se fait de la méme facon que pour les milieux
d’isolement, une fois la suspension obtenue, stériliser au bain marie ou en vapeur fluente pendant
30mn, pour obtenir un mélange bien homogeéne qu’ on répartira dans dés tubes stériles araison de
10 ml/tube del7 X 170mm, bouchés par une capsule métallique a vis. Il peut étre conserve

pluseurs moisa+ 4 c°, il n'est plus valable s'il présente un dép6t rouge. (Le Minor, 1993)

23MILIEUX D'IDENTIFICATION POUR GALERIESBIOCHIMIQUES

Pour I'identification des souches isolées, nous ne digposions que de galeries classiques
(conventionnelles), et donc nous avons utilisé des milieux stériles contenus dans des tubes a vis
préts al’emplois. Ils sont de type gélose inclinée ou liquides, au moment de I’ utilisation ils ne
doivent présenter aucun virage acide ou depot.

Les disques pour la recherche d’enzymes (ONPG) conservé au réfrigérateur dans des étuis

étanches contenant un desséchant (gel de silice granulé avec sel de cobalt indicateur).

*Remarque : L es méthodes conventionnelles en tubes sont utilisées par les laboratoires deréérence, pour I'identification

d’une nouvelle souche. (Euzéby 2005)
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23.1MILIEUX GELOSES

Milieu « manitole-mobilité-nitrate » :
0 Principe: Les bactéries mobiles envahissent le milieu « manitole-mobilité » a
partir d’une pigdre centrale d’ ensemencement. Le nitrate de potassium contenu dans
le milieu empéche la formation des bulles de gaz (bactéries gazogénes) par inhibition
de | hydrogene-lyase facilitant ainsi la lecture.
0 Lecture: Mobilité positive : trouble homogeéne, formant une spirale autour de la
piqlre centrale, qui pluslabactérie est mobile plus elle augmente et s élargit.
Mobilité négative : la culture bactérienne est limitée ala piglre centrale.
Le virage au jaune du milieu indique la fermentation du mannitol. (Vandepitte et al.,
1994, Le Minor 1993 ; Bio Mérieux , 1982, Bourdon, 1980)

Milieu combiné « glucose-lactose-H2S» :
o Principe: Ce milieu combiné apporte la confirmation de la fermentation des
hydrates de carbone, en effet, par définition toutes les entérobactéries fermentent le
glucose, avec ou sans production de gaz. Certaines espéces d’Entérobactéries
fermentent peu ou non ces hydrates de carbone ce qui donne un profil glucidique
important pour le diagnostic.
Le glucose est rapidement fermenté (virage au jaune de tout le milieu) et ce n'est
g apres | épuisement totale de se sucre qu'il y a attague du lactose .pour les bactéries
lactose+, il y a acidification de la pente (jaune), tandis que pour les bactéries lactoses
— les peptones sont alcalinisés plus rapidement sur le pente que dans le culot (pente
rouge, culot jaune).
0 Lecture: Lalecture et possible aprés 18h a24h d' étuve a 37°c.
Culot jaune : fermentation du glucose
Décalage du milieu du fond du tube : production de gaz.
Pente jaune : fermentation du lactose.
Noircissement du milieu : production d'H2S. Dans certains cas, il peut y avoir des
traces d'H2S, le noircissement dans ce cas la ed faible et limité & la jonction de la
pente et du culot ex : S. thyphi. (Le Minor, 1993 ; Bourdon 1980, Anonymel, 1982)
La fermentation intense du lactose provoque une solubilisation du sulfure de Fer en
milieu acide empéchant ainsi |’ apparition du précipité noir indiquant la production
d’ H2S (ex Citrobacter freundii ou souches de Salmonella hébergeant un plasmide
lact+)
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Pour éviter cette forte acidification, on peut alcaliniser le milieu on rgjoutant 1a 2ml

de NOaH 4N, par piqlre a I’ aide d’ une pipette Pasteur boutonnée. Le précipité noir

apparait alors en moins d’une heure. (Le minor, 1993)

- Milieu synthétique au citrate de Simmons :

0 Principe: Il Sagit d'un milieu restreint ou la seule source de carbone et le
citrate et comme source d'azote un sel d’ammonium, seules les bactéries
autotrophes sont capables de croitre et d'alcaliniser le milieu contrairement aux
bactéries auxotrophes exigeantes en facteurs de croissance (Salmonella typhi,
Shigella).

Laformule destrois milieux cités est détaillée sur le tableau. (Voir annexe 6)

232 MILIEU LIQUIDE
- Bouillon nitrate pour la recherche de la nitrate réductase :
0 Principe: Toutes les Entérobactériaceae possédent une nitrate réductase a
I’ exception des souches mutantes. Cette enzyme est cgpable de réduire les nitrates
en nitrites, décelable uniqguement avec laréaction de Griess. (Vandepitte et a., 1994,
Le minor 1993 (formule voir annexe : 7)
0 Lecture: Réaction de Griess positive (NR+) : coloration en rouge ou rose, suite
a la combinaison de I'ion NO2 formé avec |'acide parasulfanilique et I' o-
naphtylamine.
Si la réection est négatif, gjouter une quantité de poudre de Zinc (réaction de
Zobdll), agiter et attendre Sminutes : la coloration rouge, signifie qu’il y aréduction
de NO 3 en NO'2, donc la bactérie et (NR-). L’absence de coloration, indique
I’absence de NO' 3, ce qui veut dire que laréduction a dépassé le stade NO2 et que
la bactérie est NR++. (Le minor, 1993)
Remarque : les souches mutantes sont NR-, elles sont dites souches (nrK). Ces souches ne possedent
pasdetransporteurs qui permettent I'entrée du nitrate a I'intérieur dela cellule et sortie du nitrite
a I'extérieur, de plus la nitrite formée est rapidement consommé par la nitrite réductase a

I'intérieur de la cellule ce qui la raméne a un faible taux intracdlulaire d'ou la réaction NR-.
(Pelmont , 1995)
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- Milieu uréé-indole:
0 Principe: C'est un milieu synthétique, utilisé pour larecherche de I’ uréase,
latryptophane désaminase (TDA) et la production d’indole. En présence
de cette enzyme, I'urée est transformée en carbonate d’ammonium selon la
réaction suivante :
CO (NH2)2+2H20 —* (NH4)2 CO3
Il en résulte une alcalinisation du milieu. (Pour la formule voir annexe : 8)
Pour la recherche de I'indole, il suffit de rajouter au milieu urée —indole,
ensemencé, étuvé a 37°c e apres 24h, quelques goltes du réactif de Kovacs.
L’'indole est obtenu de la dégradation du tryptophane, gréce a une enzyme
bactérienne « la tryptophanase ». (Vandepitte et al., 1994)
0 Lecture: La présence d'une uréase est indiquée par le virage du rouge de
phénol d’un jaune orange arose ou rouge vif.
Uréase positive entre 1mn et 15mn : Protéus morganii, Y ersinia entérocolitica ;
Uréase positive entre 30mn et 4 heures : Protéus mirabilis, P. vulgaris, P. penneri ;
Uréase positive entre 6 et 24h : Klebsiella, Enterobacter,
Indole positif : formation d’ un anneau rouge en surface. (le.Minor 1993 et 1989)
- Milieu de Clark et Lubs (Voges-Proskauer)
o Principe: En généal, les bactéries attaquent les glucides selon une voie
métabolique normale appelée la voie d'Embden-Meyerhof (voir rappels) et
produisent des métabolites acides, (virage au rouge du rouge de méthyle) ce
pendant certaines bactéries dites Voges-Proskauer positives, empreintent une voie
particuliére pour la fermentions des hexoses donnant des produits de dégradation
peu acide par rapport a la voie normale (virage au jaune du rouge de méthyle).
le.minor, 1993
Oxydation du glucose

Acide pyruvique (CH3CO-COOH)

|

Acétylméthylcarbinol ou I’ acétoine (CH3CO- CHOH-CH3)

+

Butanédiol 2-3 (CH3-CHOH-CHOH-CH3)
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La réaction VP permet de révéler la présence de ces deux composés: en milieu
fortement alcalin, ils sont oxydés en di acétyle : CH3-CO-COCHS3 qui en présence
des peptones produisent un compose de couleur rose, rouge cerise. vandepitte et al.,
1994, le.Minor 1993 (formule : voir annexe 9)

- Enzymes
o Principe: les Enzymes décarboxylases (LDC, ODC) et décarboxylases et
dihydrolase (ADH)

En anaérobiose, et en présence des ces enzymes, les acides aminés (pH acide du
milieu, 3,5 a5,5) sont transformés en amines (décarboxylation) avec dégagement de
gaz oxyde de carbone (CO2) selon laréaction suivante :

COOCH
RCH —» (décarboxylase) — R-CH2-NH2 + 2 CO2
NH2

Les enzymes utilisés dans les ga eries biochimiques réalisées pour I’identification
des souches d’entérobactéries isolées, présentent toutes un intérét taxonomique.
Nous avons::

LDC (lysine décarboxylase : transforme la lysine en cadavérine)

ODC (ornithine décarboxylase : transforme I’ ornithine en putrescine)

ADH (arginine décarboxylase et dihydrolase : transforme I’ arginine en agmatine et
ornithine). Vandepitte et al., 1994, Le.Minor 1993, 1989

Dans le diagnostic, ces enzymes sont un appui considérable pour les informations
fournis par les milieux combinés (KIA, urée indole, manitol-mobilité-nitrate).

Pour la recherche de ces enzymes, on a utilisé le milieu Modller. C'est un milieu
semi liquide renfermant I'un des aminoacides cités (lysine ou ornithine ou
I’arginine) du glucose et I'extrait de levure et du Bromocrésol pourpre comme
indicateur de Ph (jaune pH 5,2, violet pourpre Ph 6,8). La premiére réaction est la
fermentation du glucose par les Entérobactéries, d’ou I'intérét du milieu témoin,
milieu moeller dépourvu d’amino-acide (virage au jaune par I’acidification du
milieu), cette acidification va entrainer la deuxiéme réaction, qui est la
décarboxylation par activation des enzymes présentes dans le milieu, dou
acalinisation (virage au violet). le.Minor 1993 et1989.
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o0 Lecture: Pour réussir la lecture, il faut toujours sassurer qu'il s agit d'une
Entérobactérie (fermentation du glucose) et qu’il y a croissance dans les tubes, s
non le diagnostic sera orienté vers une bactérie aérobie stricte. (le minor ,1993)
Coloration jaune : absence d’ enzymes. ADH-, ODC-, LDC-

. Coloration violet améthyste : présence d’ une décarboxylase. ODC+, LDC+

. Coloration violette franche pour I’ ADH, se lit ADH+.

233 TESTSDE SOUTIEN POUR LE DIAGNOSTIC
Avertissement : nous citerons dans notre rapport, que les tests utilisés dans le cadre de
notre mémoire.
-  Test ONPG. ONPG-hydrolase. p galactosidase
o Principe: La présence chez une bactérie gppartenant a la famille des
Entérobactériacae de I'enzyme intracellulaire (E), la B gdactosdase capable de
scinder le lactose en glucose et galactose, n'est pas toujours une preuve de la
fermentation du lactose par cette méme bactérie,
en effet il existe des bactéries ONPG+ et lactose-, ces dernieres ne possedent pas
une enzyme; lap galactoside perméase (P) qui assure la pénétration du lactose dans
la cellule bactérienne et par conséguence sa fermentation.
Dans le test ONPG, c'est donc I'enzyme (E) qui est recherchée , cette enzyme
permet de scinder le compose synthétique ,incolore, ONPG (orthonitrophényl- 3-D-
galactopiranoside) et libérer I’ orthonitrophénol soluble qui donne la coloration
jaune.
Toutes bactéries possédant une p gaactosidase est automatiqguement ONPG+, par
contre certaines bactéries en sont dépourvues mais sont favorables pour le test
ONPG (ONPG+).(le.Minor.1993)
0 Lecture: Lalecture sefait apres 18 a24h d’ éuve, (laréaction est d’ autant plus
rapide, qu’il y a plus de bactéries en suspension). La suspension est colorée en
jaune. (Vandepitte et al. 1994, le.Minor. 1993 ; 1989)
- Test d oxydase:

o Principe : Le but de ce test et la recherche d un systéme Cytochrome C des
bactéries (oxydase positives), pour cela nous avons utilisé les disgues d’ oxydase (€)
conservés a +4° ¢, il s agit de feuilles de papier filtre préaablement plongées dans
une solution contenant 1% d’ antioxydant (acide L (-) ascorbique), ensuite sechées
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et découpées al’ emporte piéce pour former des disgues conservés au réfrigérateur a
+4° c. (leminor. 1993). (Formule : voir annexe 10)

Le test d’ oxydase est un bon contrdle pour les bactéries appartenant a la famille des
Entérobactériacae, car elles sont toutes oxydase négative, ains que pour le genre
pseudomoas qui est toujours oxydase positive.

0 Lecture:

Réaction positive : I’oxalate de N-diméthyl-paraphényléne-diamine est oxydé par
le systéme cytochrome en donnant une couleur violet foncé en 1a 10 secondes.
Réaction négative : absence de coloration ou coloration mauve pale en 60 secondes,
(le.Minor, 1993)

*Remarque: Dans notre travail, ce test n'a éé utilis8 que pour I’identification du genre pseudomonas

appar us sur lesboites ensemencées.

3. TECHNIQUES D'ENSEMENCEMENT

3.1ENSEMENCEMENT DESMILIEUX D’ISOLEMENT

3.1.1MILIEUX GELOSES

- Matérid :

Anse de palatine, Bec ben zen, Alcohol

- Technique:

Devant laflamme du bec ben zen, introduire I’ anse de palatine dans le tube contenant la
suspension intestinale et saisir une godte. Etaler ensuite par des stries horizontales et verticales
(avec précaution) I'inoculum sur le milieu de culture gélosé coulé en boite de pétrie. Pour avoir
une lecture claire (colonies individualisée) il faut prélever un peu de produit, mais effectuer
plusieurs stries de fagon a inoculer une grande surface du milieu. L’anse de palatine ne doit
jamais étre dirigées vers le bas, de fagon ala garder prés du champs stérile autour le la flamme
du bec.

Pour les écouvillons, I'ensemencement est smple est rapide, les stries se font
directement avec latige cotonnée chargé d’ inoculum.

Le genre Protéus, lorsgqu’il est présent en abondance (surtout lors de I'isolement des
colonies d’ entérobactéries) a tendance a envahir la surface de milieu sur lequel il a poussé et de
ce fait former un voile qui masgue presque ou totalement la visibilité de la lecture. Pour éviter
I’ apparition du voile, avant de fermer la boite de pétrie ensemencée mettre quelques goltes

d’acool sur le couvercle, puis les boites sont incubées en position renversées a 37°c.
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Puisque dans notre travail, nous cherchons les souches d’Entérobactéries, isolés de
matieres fécales ou mucus provenant de I'intestin, alors pour la premiére isolation ou
ensemencement initiale nous avons opté pour le milieu sélectif de choix (matiere souillé) pour
les Entérobactéries qui est la gélose MC Con Key, ou milieu Hektoen ou apparait nettement le
caractere lactose, leur utilisation n'a pas été suivie dans I'ordre, mais au hasard, selon la
disponibilité des boites coulées, conservées au réfrigérateur. Ensuite pour le repiquage, nous
avons utilisé selon la disponibilité, et selon la souche suspectée (milieu de choix) les trois
milieux, Mc Con Key, Hektoen et milieu SS: exemple les colonies d E.coli apparaissent d’ une
couleur saumon vers |'orange sur Hektoen, sur Mc Con Key, elles sont roses foncé, rondes,
brillantes, d'un aspect méallique. (Vandepitte et a, 1994 ; le. Minor, 1993b; 1989a ; kaiser,
1998)

3.1.2 MILIEUX LIQUIDES

Sur les boites ensemencées par les flores fécales issus de I’ écouvillonnage, il n' apparaissait
pas de colonies de Salmonella suspectes, alors nous avons pris au hasard et prélevées a des dates
différentes, deux flores fécales (1176Bt1, 1241PD Bt1) issues de I’ écouvillonnage cloacal avec
les quelles on a effectué les deux types d’ ensemencement :

- direct : sur gdose Mc Con Key

- indirect :

Trompé d abord dans le bouillon sélénite avant d’ ensemencer les milieux géosés. La
technique est Smple, devant la flamme du bec, latige de I’ écouvillon chargé de matiéres fécales
est introduite en entier dans le tube stérile contenant le bouillon slénite, le bouchon de
I"écouvillon est enlevé pour faciliter la fermeture du tube inoculé. Enfin le tube est misal’ étuve
a 37°c pendant 24h. Le lendemain, sur le tube apparaissait un aspect trouble qui indiquait la
pousse de colonies bactériennes. Nous avons alors ensemenceé a partir de la suspension contenue
dans le tube, une boite pétrie coulée par un milieu gélosé SS que nous avons incubé a 37°c
pendant 24h.

Pour le prélevement 1241PD Bt1, sur le milieu SS est apparues des colonies claires
avec un gros centre noir, nous avons alors procédé a I’ identification selon une méthode simple et

rapide (précision dans le chapitre —ensemencement des milieux d’identification-).
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3.2ENSEMENCEMENT DESMILIEUX D’IDENTIFICATION

3.2.1 MATERIEL ET REACTIFS

- Matérid :
Boite de pétrie ensemencée, contenant la souche isolée en culture pure.
Bec ben sen.
Anse de palatine.
Vortex.
Pipettes pasteur.
Tubes stériles contenant de |’ eau physiologique a raison de 10 ml/tube.
Milieux gélosés et milieux liquides, contenus dans les tubes stériles prés al’emplois.
Enzymes (témoin, ODC, LDC, ADH)
- Reéactifs:

Kovacs|, kovacsIT ;

Nitrate I, nitrate IT ;

VPI, VPII,

Lesdisques:

Disques ONPG,

Disgues d’ oxydase,

3.2.2 PREPARATION DE LA SUSPENSION BACTERIENNE

Toujours prés de la flamme, a I’aide de I’ anse de paatine saisir des colonies bactériennes
isolées de taille identiques, bien visibles, introduire immédiatement I’ anse dans le tube contenant
I’eau physiologique. Agiter la suspension a la main, puis passer au vortex pour obtenir une
solution parfaitement homogeéne.
Cette suspension sera utilisée pour I’ensemencement de tous les milieux d’identification de la

galerie biochimique.

3.2.3 ENSEMENCEMENT DESMILIEUX GELOSES

Pour |’ ensemencement, on utilise a la place de I’ anse de paatine, |a pipette pasteur g on
doit avant chaque opération, la passer pendant 2mn dans la flamme (jusqu'a disparition du trait
rouge ou blanc situé a I’ extrémité boutonnée de la pipette. A la fin de chague gaerie, plonger la

pipette dans un pot rempli d’ eau javellisée, et laremplacer par une pipette neuve.
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- Milieu « manitole-mobilité-nitrate » :

Introduire aseptiqguement la pipette pasteur dans le tube contenant la suspension
bactérienne, agiter de fagon suffisamment de suspension au contact des parois latérales de la
pipette, retirer rapidement et piquer dans le tube contenant le milieu par un picage centrale sans
toucher lefond .

- Milieu combiné « glucose-lactose-H2S» :

Méme technique que pour le milieu précédant, mais on doit d’abord faire un picage
dans le culot de la gélose, puis prés de la flamme, introduire a nouveau et tres rapidement la
pipette pour la charger de suspension, et faire ensuite des stries longitudinaux a la surface dela
pente de la gélose.

- Milieu synthétique au citrate de Simmons:

Voir -Milieu combiné « glucose-lactose-H2S »
Remarque :Pour ces deux milieux ( citrate de Simmons et KIA) , il faut veiller a ne pas visser
totalement la capsule métallique des tubes ensemencés, pour permettre au gaz CO2 issus de la

décarboxylation de s échapper. Pour le milieu au citrate de Simmons, il ne faut jamais utiliser des

cultures en bouillon ou eau peptonée des ééments nutritifs, capables de fausser lesrésultats.

3.24 ENSEMENCEMENT DESMILIEUX LIQUIDES

Pour les milieux liquides la technique d’ ensemencement est la méme. Passer I’ extrémité
boutonnée de la pipette pasteur sur la flamme pendant 2mn, I’ introduire ensuite immediatement,
toute chaude dans |e tube contenant la suspension, le contact du chaud avec le froid va provoquer
la rupture de I’ extrémité de la pipette. L’ extrémité ainsi ouverte va permettre a la suspension
aspirée de passer a I'intérieur de la pipette qu’on introduira dans un milieu liquide ou on y
déposera a chaque fois quelques goltes de suspension.

Aprés ensemencement des milieux contenant les enzymes et le milieu témoin, il faut
ajouter 7 godtes de I’ huile de vaseline et fermer les ampoules par du coton cardé afin d’ éviter le
contact du milieu avec I’air ambiant. Il arrive dans la pratique, que le milieu témoin ne soit pas
ensemence (par oubli) ; ceci n'est pas grave lorsqu’on cherche a identifier une Entérobactérie,
car la totalité des bactéries appartenant a cette famille fermentent le glucose et par conséquent
I”un au moins des milieux renfermant un aminoacide fournit un résultat négatif (virage au jaune),
le premier jour delalecture.

A lafin de |’ ensemencement de tout les milieux gélosés et liquides, veiller a ce qu'il reste

dans le tube une petite quantité de suspension bactérienne, pour pouvoir y déposer (dans le tube)
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le disgque d’ ONPG. Cette opération est facile, il suffit de ne saisir un disgque d ONPG avec la
pince stérile -cad - une pince propre, passee sur la flamme jusqu’ ce que la couleur du métal vire
vers le rouge en suite la pince est refroidie (pas trop loin du bec).

Tous les milieux ensemencés sont mis al’ é&uve a 37°c pendant 24h.

* Remarque : Pour lemilieu au citrate de SSimmons, on peut dépasser les 24h et aller jusqu'a 7jours.

325 TECHNIQUE D’'UTILISATION DESREACTIFS
L’ utilisation des réactifs est possible aprés 24h d’ éuve.

- Réactif denitrate :

Sur le milieu nitrate, ajouter dans I’ ordre, 5 godtes de nitrate I puis 5 godtes de nitratell.
Bien agiter.

- Réactif deVP:

Dansle milieu Clark et Lubs, ajouter 5 goltes VP I puis 5 goltes de VP I1. Bien agiter.

- Réactif dekovacs:

Répartir le milieu urée indole ensemencé dans deux petits tubes stériles, ajouter quelques
goltes de réactif kovacs I dans I'un des tubes, et quelques godtes de réactifs de kovacs IT dans
I’ autre tube. Bien agiter.

- techniqued’utilisation des disques d’ oxydase

Sur une lame en verre déposer le disque d oxydase humecté de deux golte d’eau
physiologique ou d’eau digtillée. Par la suite étaler al’aide d’une pipette pasteur boutonnée une
culture bactérienne obtenue a partir d’ une gélose nutritive ou Mueller-Hinton.

Remarque: Ne jamais utiliser des cultures bactériennes obtenues a partir des milieux contenant

des sucres fermentescibles, pour le test d'oxydase, car les composés issus de la fermentation

pourraient donner un résultat faussement négatif. (Vandepitte et al., 1994 ; Le minor, 1993)

3.2.6 ENSEMENCEMENT DU MILIEU DE CONSERVATION

Pour la conservation des souches isolées, nous avons utilisé la gélose nutritive solidifiée en
culot (gélose en ponte). Le procédé est smple, il consiste a piquer par piqlre centrae et latérale
al’aide d’'une anse de palatine chargée de culture prélevée en milieu solide, il faut visser a fond
la capsule métallique pour éviter la dessiccation. Enfin incuber quelques heures a 37 ° puis

conserver al’abri de lalumiére a10a 20°c.
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1. RESULTATSDE L'ENSEMENCEMENT

Les premiers résultats obtenus de |I’ensemencement des milieux d'isolement nous
donnent un nombre intéressant d’ information sur les caractéres culturaux, |’ observation se fait de
deux fagons :

- Al'alnu

Ce fait & la lumiére du jour, pour apprécier la diversité des souches obtenues, la
coloration des colonies et leurs concentration, en effet la coloration des colonies nous donnent
deux caractéres biochimiques facilement et rapidement identifiables, se sont :

Le caractére lactose: Les colonies colorées sont lactose positif, les colonies
incolores sont lactose négatif.
Le caractére H2S: Les colonies présentant une coloration noire ou un centre noir.

- Alaloupe

La loupe permet de distinguer avec précision les caractéres culturaux comme elle permet
de différencier les colonies a bords irréguliers et colonies a bord nets, repérer le centre des
colonies qui en disposent, surtout s elles sont de diamétre minuscule ou que la couleur du centre
N’ est pas évidente et différencier les colonies bombées des colonies plates.

Se basant sur les caractéres cités ; aspect des colonies et couleur nous avons pu différencier
en (lactose positif et lactose négatif) les colonies apparues sur les boites de Pétri ensemencées
initialement (au total 373boites). En bactériologie, pour donner les résultats de I’ ensemencement
on utilise le mot lecture, une boite ensemencée correspond donc a une lecture ce qui veut dire
gue dans notre cas nous avons 373 lectures. Si |I’on compte le nombre de boites sur les quelles il
n'est apparu aucune colonie, et qui est de 40 boites, c'est-a-dire 40 (10,72 %) lectures négatives,
alorsle nombre de lectures positives sera fixé a 333 (89,27 %) lectures.

Les flores obtenues ne sont pas toutes composées de genres différents (poly microbiennes),
en effet, certaines d’entre elles sont constituées d'un seul germe (mono microbiennes) qui
envahie la surface des milieux de culture gélosés.

Pour rapporter les résultats de notre étude nous adopterons le plan suivant :

0 Résultatsdel’ensemencement desquatre floresintestinales:
Flores caeca es chez les poussins;;
Flores caecaes chez les poulets ;
Floresiléales chez les poulets;

Flores fécales issues de I’ écouvillonnage cloacal des poulets;

73



Partie expé&imentale Résultats et discussions

0 Répartition desfloresintestinales selon le caractere lactose.
0 Identification biochimique desgenresisolés.
Lesrésultas on éés illustrés dans des tableaux, rapportant dans |’ ordre ;
-Numéro de laboite : numéro (LVRC) du prééevement.
- Agpect des colonies initidlement et aprés repiquage (plus de deux fois) : (voir annexe 11:
abréviation)
- Valeur du lactose : les résultats de I’ ensemencement nous ont conduit a considérer deux types

de boites :
Les boites sur les quelles les colonies lactose positives dominent lact+
Les boites sur les quelles les colonies |actose négatives dominent Lact-

1.1 RESULTATS
1.1.1 FLORES CAECALES DES POUSSINS

Le nombre de lectures pour les flores caecales est de 103 lectures, avec 9 lectures
négatives ce qui donne le nombre de 94 lectures caecales postives. (Voir annexe 12 : illustration
du caractére lactose des bactéries issues des prélévements caecaux des poussing).

Les résultats montrent que le nombre de flores contenant les colonies lactose positives dépasse

largement celui des autres flores. La répartition se fait comme suit :

- Lact+ - 53 boites.

- Lact - 16 boites.

L es boites mélangées - 25Doites
Total = %A

1.1.2 FLORES CAECALESDESPOULETSADULTES

le nombre de lectures pour I’ ensemencement des flores caecales des poulets adultes est de
90 lectures, en comptant le nombre de lectures négatives et qui est de 6lectures, le reste
constituerait donc le nombre de lectures positives et qui se chiffre &84 lectures. (Voir annexe 13 :
illustration du caractére lactose des bactéries issues des prélévements caecaux des poulets
adultes).
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- Lact+ - 68 boites.
- Lact - 5boites.
L es boites mélangées - 11 boites
Total = 8

113FLORESILEALESDESPOULETSADULTES

Le nombre de boites ensemencées pour les flores iléales est le méme que pour les flores
caecales des adultes (90 boites), cependant le nombre de lectures négatives est différent, il est de
9lectures, ce qui donne 81 lectures iléales positives. (Voir annexe 14 : illustration du caractére

lactose des bactéries issues des prélevements de I iléon des poulets adultes).

- Lact+ - 52 boites.
- Lact’ - 5hboites.
L es boites mélangées - 24 Dboites
Total = 81

114 FLORESISSUES DE L'ECOUVILLONNAGE CLOACAL DES POULETS
ADULTES

Le nombre de lectures pour les flores fécales issues de I’ écouvillonnage cloacal est de 90
lectures. En éliminant les boites négatives dont le nombre est de 16 boites, on retrouve donc le
total des lectures positives et qui est de 74 lectures. (Voir annexe 15 : illustration du caractére

lactose des bactéries issues des écouvillons).
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- Lact+ - 46 boites.
- Lact - 14 boites.
L es boites mélangées - 14 boites
Total = 74

Si I’on calcule la moyenne (en pourcent) de la répartition des flores selon le caractére lactose on

trouverale résultat suivant :

- Lact+ - 30,03%

- Lact’ - 1201%

L es boites mélangées - 2222%
Total = 99,67 %

12 ETUDE DE LA REPARTITION DES FLORES INTESTINALES SELON LE
CARACTERE LACTOSE

L’ analyse des résultats nécessite le calcul des pourcentages, dont les données sont :
Le tableau des pourcentages représente horizontalement le nombre de flores (en %), selon le type
de prédevement et verticalement la répartition des colonies lactoses positives par rgpport aux

colonies lactose négatives. (Les calculs sont fait d’ aprés |’ annexe 16)

1.2.1 FLORES CAECALES DES POUSSINS:
Le tableau (17) ainsi que lafigure (13) montrent une fréquence devée des flores lact+ (58,38 %)
contre un pourcentage faible obtenu par les flores Lact- (15,04 %) c'est-&-dire une valeur qui

représente le 1/4 du pourcentage des flores lact+ .
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Tableau :

17 Pourcentage des

58.38 ceacum des
flores caecales des poussins, selon % B0 poussing
le caractére lactose. 50

Caecum des an 26,59
Nombre de flores Poussins pourcentage ’
L act- (16) 15,04 % des flores 30
Lact+ (53) 56,38 %
Flores mélangées (25) 26,59 % 20
Total 94
10

0

Lact- Lact+ flores mélangées

Figure 13: Représentation des flores caecales des

poussins selon le caractére lactose

1.2.2 FLORES CAECALESDESPOULETSADULTES:
Le pourcentage les flores Lact+ (80,96 %,) est encore plus élevé dans les caccums des

poulets adultes, et dépasse de beaucoup Le pourcentage des flores Lact- (5,95%) .

Tableau : 18 Pourcentage des flores 80,96
caecales des poulets, selon le caractére % gg
lactose. 70
il
Pour centage Caecum des pourcentage
Desflores adultes des flores m
Lact- 5 (5,95 %)
Lact+ 68 (80,96 %) 30 13,09
Flores mélangées 11 (13,09 %) 20 3,95
Total 84 10 .
I . .
Lact- Lactt flores mel:

Figure 14 : Représentation des flores caecales des

poulets adultes selon le caractére lactose
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1.2.3FLORESILEALESDESPOULETSADULTES
Méme au niveau de I'iléon, les flores Lact+ sont majoritaires avec un pourcentage de

64,19 %. Lesflores Lact-, représentent seulement un chiffre de 6,17 %.

Tableau 19: Pourcentage des 64,19
o y 70
flores iléales des poulets, selon le % iléon des poulets
caractere lactose. il adultes
A0
Pourcentage [lion pourcentage 4 1962
Desflores desadultes des flores
Lact- 5 (6,17 %) 3
Lact+ 52 (64,19%) i
Flores mélangées 24 (29,62 %) 6,17
Total 81 10 .
D T T 1
Lact- Lactt flores mélangées

Figure 15 : Représentation des flores iléales des poulets

selon le caractére lactose

124 FLORESISSUES DE L'ECOUVILLONNAGE CLOACAL :

Le pourcentage des flores Lact+ (62,16 %) , ce chiffre est proche de celui enregistré
dans I’iléon des poulets adultes et caecum des poussins. Par contre le pourcentage des flores
Lact- est le plus élevé comparé aux pourcentages obtenus par les flores préevées des autres

portions. (Tableau 20, figure 16).
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Tableau 20: Pourcentage des flores 6116
\ % 7l ’
cloacales des poulets, selon le caractére
lactose. il
i
Pour centage cloaque pourcentage 40
Desflores desadultes des flores
L act- 18,91 Gl 1891 1891
Lact+ 62,16 1
Flores mélangées 18,91
10
I . : .
Lact- Lactt flores mélangge

Figure 16 : Représentation des flores cloacales des

poulets selon le caractére lactose

- INTERPRETATION

L’ éude de la répartition des flores intestinales sdon le caractére lactose, montre la
dominance et de loin des bactéries (Lact+), surtout au niveau des caecums des poulets adultes
I’ espéce identifiée (plus tard) est I'E.coli. C' est une espéce lactose positif, capable de scinder le
lactose en glucose et galactose, gréce a I’enzyme intracellulaire (E), la B galactosidase, cette
réaction ne peut —&tre possible qu’ en présence d’ une autre enzyme, également intracellulaire, la g
galactoside perméase (P) qui assure la pénétration du lactose dans la cellule bactérienne et par
conséquent sa fermentation. Sachant que I’ opéron Lac, ne s exprime qu’ en présence du lactose,

la dominance des (lact+) indique donc, la présence en grande quantité de se sucre, Ceci prouve

g’ une grande Quantité de lactose a é&é consommé par cette communauté d’ Eshérichia, favorisant
aing saprolifération au dépend des especes lactose négatif.

En effet, par mis les flores caecales des adultes, ou est enregistré le plus bas pourcentage
des flores (lact-), celui des flores (lact+) est le plus élevé , méme chose observée au niveau de
I'iléon, al'inverse, au niveau du cloaque des poulets et caacum des poussins ou les pourcentages
des flores (lact-) sont de valeur plus devées (18,91 % , 5,95 %), les pourcentages des flores

(lact+) sont les plus bas.
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- DISCUSSION

Nous avons pris en considération le caractere lactose, car nous savons que La digestion du
lactose chez les poulets N’ est pas compléte, car il y aun déficit en lactase, il arrive pratiquement
intact au niveau des caecums ou il est fermenté en acides gras volatils et acide lactique. |l est
connu, maintenant que se sont les especes aegro anaérobie du genre Lactobacillus, présentes tout
le long du tube digestif des oiseaux qui sont capable de cette fermentation lactique. Ces espéces
appartiennent a la famille des Gram positifs , contrairement au Gram négatifs, leur enzymes
intracellulaires exercent leur action a I’ extérieur de la cellule (Ziprin et a., 2002 ; Rephaglo
Lucio et d., 2005; Wielen.,2001, Hume et al., 2004 ) 1l est permis alors de déduire que le
nombre de cette population de bactéries fermentant le lactose a baissé au profit d'une autre
population qui dégrade le lactose au niveau de sa membrane intracellulaire.

Dans notre étude nous n'avons pas pris en considération le milieu de cultureinitial. En effet,
danslaformule, les deux milieux Mc. Con Key et Hektoen sont différents. Le milieu
Mc. Con Key, favorable aux prélévements souillés, contient 10g de lactose contre 12g pour le
milieu Hektoen, ce dernier contient des sucres totalement absents dans le milieu Mc. Conkey
(voir tableau, milieux de culture) et qu’un grand nombre de bactéries pathogénes ne fermentent
pas, il est surtout favorables & la culture des lact-. C'est sur cette base de donnée que nous avons
voulu vérifier I"influence de la nature des milieux sur les résultats obtenus. Les résultats obtenus
(voir annexe 17 : Répartition des flores intestinales (selon le caractére lactose), en fonction de la
nature du milieu de culture) nous ont permis d’ aboutir ala conclusion suivante :
Les résultats de I’ ensemencement difféerent selon le milieu de culture, mais puisque les deux
milieux sont sélectifs pour les Gram- (en général) et Entérobactéries (en particulier), la
différence dans les pourcentages n’est pas trop décalée (8,73 %). Le milieu Mc conkey parait
favorable aux (lact+) dont le pourcentage calculé est de 91,33 % ,contrairement au milieu
Hektoen qui parait favorable aux (lact- ) dont le pourcentage (17,39 %) est le double du
pourcentage obtenu avec le milieu Mc. Conkey ( 8,33 %)

Dans I’ ensemencement initial, I utilisation de plusieurs milieux a ramené la preuve que les
résultats obtenus n’ &aient pas dépendants & cent pour cent de la nature du milieu utilisé, et par

conséguent ils peuvent étre proche de laréalité.
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91,33

%o 100
=1l
a0
70
il
alll

40
30

20
10

BN c.conkey
OHektoen

pourcentage
des flores

17,39
3.33

Lact+ lact-

Figure 17 : Répartition des flores intestinales, en fonction de la nature du milieu de culture.

1.3IDENTIFICATION BIOCHIMIQUE DES SOUCHESISOLEES

13.1 IDENTIFICATION RAPIDE

Selon le diagnostic rapide d’ orientation (tableau 23 page 117 bactériologie médicale) basé
sur trois caractéres biochimiques : urée, indole, ONPG, nous avons pu dresser un tableau de
classification des souches isolées afin de nous guider dans I'identification du genre ou de

I’ espéce plus tard. Nous avons obtenu 6 classes (voir tableau 21)

Classel : (UREE, IND, ONPG),

Classe2 : (UREE, IND, ONPG)

+ + +

Classe3: (UREE, IND, ONPG)

+

Classed: (UREE, IND, ONPG)

+

Classe5: (UREE, IND, ONPG)

+

Classe6 : (UREE, IND, ONPG)

+ +
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Tableau2l : Identification rapide des souches isolées (inspiré du tableau p117, diagnostic rapide

des Entérobactéries) (pillet 1979).

Caracteéres biochimiques

Souchesisolées

Résultat d’identification

possibles
1086 éclosoir 7 Poussini,
1087 Poussinl
(UREE, IND, ONPG) | _
1221 éclosoir 3 caecuml Salmonella,

1086, éclosoir 9, caecum 2
1049, Poussin 3
1045, éclosoir 6, Poussin 2,

Arizona (25%), Shigella

(UREE, IND, ONPG)

+ + +

977, Batiment 3/ *
1176, Batiment 5*

Klebsiella oxytoca

UREE, IND, ONPG)

- - +

964 éclosoir 10,
1035 ,Batiment 9, caecum 1,

1176, Batiment 3, @

1221, éclosoir 3, caecum 1*
920 Bétiment 5/,
1052 Batiment 3 RC,

1086, éclosoir 9, Poussin 2,
2. Poussin 6,
1035, Batiment 6 caecum

Shigella, Citrobacter,
Enterobacter, Erwinia,
Serratia, Arizona,
Klebsiella, Hafnia alvéi

(UREE, IND, ONPG)

+ - -

976, Batiment 3, caecum 1
977, Batiment 3, cloague

Protéus mirabilis

(UREE, IND, ONPG)

- + -

1045, éclosoir 1, Poussin 2

1221 éclosoir 5, caecum 2

Providencia, Alcalescens,

Shigella, Edwardsiella

(UREE, IND, ONPG)

- + +

1141, Batiment 4, caecum
1130, Béatiment 3, ilion 1,
1213, 5. Abadttoir,

1221 éclosoir 5, caecum 2

E. coli, E. coli dispar,
Shigella boydii,
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Les numéros soulignés, appartiennent a des souches, oxydase positive. Se sont des Gram-,

dont les caracteres culturaux et biochimiques, lesidentifient au genre Pseudomonas.
Les numéros portant une étoile (*) indiquent que ces souches, aprés identification des autres
caracteres, sont exclues de cette classe. En effet si I’on considére le nombre de ces souches qui
est de 3, par rapport au nombre total de souches de la famille des Entérobactériacae, isolées,
identifiées, qui est de 17, on peut estimer aors la fréquence de ces souches a 3/17 ce qui vaut 1/6,
Cest-a-dire 17, 647%.

Ces réaultats montrent que les trois caractéres urée, indole, ONPG, sont dans la majorité
des cas, stables et intéressants pour I’ identification des genres mais ne confirment en aucun cas
le diagnostic.
1.3.2GALERIESD’'IDENTIFICATION BIOCHIMIQUE

La lecture compléte des galeries biochimiques réaisées ainsi que I’ observation attentive
des caractéres culturaux, a permis d’identifier les différents genres entérobactériens isolés, ainsi
que |I" espéce selon les caractéres biochimiques correspondants sur |e tableau de Kaufman.

- EspeceE. coli:

Nous avons identifié des espéces E.coli avec des caractéres non typiques : HoS+, UREE+,
et Indole -, des espéces Alkalescens-dispar (AD), et deux souches E. coli avec les caractéres
biochimiques typiques. .

Les souches d’E.coli identifiées sont nitrate négatif (NR-), sauf pour les souches typiques,
Sur les deux tubes contenant les milieux liquides (Clark et Lubs et bouillon Nitrate) et apres 24h
d’ éuve a 37°, les colonies poussent sur toute la surface et donnent un aspect trouble, aprés
abandonnés (les deux tubes) a la température du laboratoire aprés 24h ou 48h, nous avons
constaté formation d’un dépdt muqueux au fond des tubes contenant le milieu Nitrate et les
souches identifiées (NR-). Ce dépdt n'a pas éé condaté avec les souches (NR+). De plus les
tubes testés par la réaction de Griess, aprés avoir rgouté |'acide parasulfanilique et I’ a-

naphtylamine, présentent une coloration marron foncé ou brun.

- INTERPRETATION :
Nous avons donc pensé a deux éventualités :
- Possihilité de contamination, par une souche a caractére H2S+, comme celle
appartenant au genre Protéus, bactérie fréquente dans I’ intestin.
- Ces souches, peuvent étre des souches E.coli atypiques (des variants ou mutants),

surtout que sur chague souche identifiée, un seule caractere a muté.
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Chez Les souches qui ont acquis de nouveaux caractéres, a la différence des souches
typiques, toutes les enzymes sont positives, surtout I'enzyme arginine décarboxylase et
dihydrolase (ADH+) aors que les souches typiques ne possedent pas cette enzyme, d’ou le
caractére ADH négatif (ADH-).

E. coli (variant IND-)

H2S-, glu+, gaz-, lact+, ONPG+, IND -,
TDA-, Cit-, (MAN+, MOB+ou-), VP-,
Nit-

UREE-

enzymes

témoin : jaune

LDC-, ODCH+, ADH+

Aspect des colonies : saumon vers le

Figure 18 : Souche 1221 Eclosoir 3

Caecum 1 . .
beige Clair.

E.coli AD

H2S-, glu+, gaz-,lact+, ONPG-, IND+ ,
TDA-, Cit-, (MAN+, MOB-),

VP+, Nit-,

UREE-

Enzymes:

Témoin : jaune

LDC+, ODC+, ADH+

Figure 19 : Souche 1221 Eclosoir 5 Aspect des colonies: rose foncé. Rondes

Caecum 2
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Figure 22 : Souche 5. Abattoir

E. coli (IND-)

H2S-, glu+, gaz+, lact+, ONPG+, IND-,
TDA+, Cit-, (MAN+,MOB+ou-), VP-,
Nit-

UREE-

Enzymes:

Témoin : jaune

LDC+, ODC+, ADH+

Aspect des colonies : saumon vers le

beige clair.

E. coli (variant H2S+, UREE+)

H2S+, glu+, gaz+, lact+, ONPG+, IND+,
TDA-, Cit-, (MAN+,MOB+), VP+, Nit-,
UREE+

Enzymes:

Témoin : jaune

LDC+, ODCH+, ADH+

Aspect des colonies : colonies roses avec

un anneau clair.

E. coli (H2S+)

H2S+, glu+, gaz+, lact+, ONPG+, IND+,
TDA-, Cit-, (MAN+, MOB+), VP-, Nit-
URRE-

Enzymes:

Témoin : jaune

LDC+, ODCH+, ADH+ (virage)
Aspect des colonies : colonies roses avec

un centre clair.

Certaines souches dont les galeries biochimiques réalisées n’ ont pas éé photographiées ou que

les photos N’ ont pas éé réussies sont illustrées sur des tableaux. (Tableau 26).
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Tableau 22 : Caractéres culturaux et biochimiques de quelques souches isolées d'E. Coli.

N° dela souche

Caractéres culturaux

Caracteéres biochimiques

1141 Batiment 4.

(caecum)

E. coli

Colonies saumon vers |’ orange

sur Hektoen

UREE-, ONPG+, IND+
Cit-, H2S-, glu+, gaz+, lact+,
MAN+, MOB+, TDA-, VP-,
Nit+

Enzymes : témoin jaune
ADH-, ODC+, LDC +

1130. Batiment : 3

ilionl

E. coli AD

Colonies saumon vers |’ orange

sur Hektoen

UREE-, ONPG+, IND+
Cit-, H2S-, glu+, gaz+, lact+,
MAN+, MOB-, TDA-, VP-,
Nit-

Enzymes : témoin jaune
ADH+, ODC+, LDC+

1035. Batiment : 6

(caecum)

E. coli (IND-)

Colonies saumon versle beige.

UREE-, ONPG+, IND- *
Cit-, H2S-, glu+, gaz+, lact+
MAN+, MOB+, TDA-, VP-,
Nit-

Enzymes : témoin jaune
ADH+, ODC+, LDC+

1053. poussin .RC3

E. coli

Petites colonies saumon vers

I’ orange sur Héktoen

UREE-, ONPG+, IND+
Cit-, H2S-, glu+, gaz+,
MAN+, MOB+, TDA-, VP-,
Nit+

Enzymes:

ADH-, ODC+, LDC+
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- INTERPRETETION :

Par mis Les souches identifiées nous avons obtenu des souches Nitratet et des souches
Nitrate-. Si ¢'est une contamination, le probléme ne sepose pas, car ¢’ est un phénomene courant
lors d’isolement des bactéries au niveau du laboratoire qui est a I'origine de  difficulté d avoir
une souche pure.

Par contre la deuxieme éventudité : La mutation, nécessite une grande attention, quand on
sait que la mutation et le réarrangement sont deux meécanismes permettant aux bactéries de
créer de nouveaux genes de résistance aux antibiotiques,a travers une modification ponctuelle ou

un réarrangement de leurs ADN (Nicklin., 2000).

- DISCUSSION

Les souches Nitrate négatif, ne respirent pas par la voie du Nitrate. En effet, il existe un
géne narL qui code pour une proténe qui régule deux systémes respiratoirs activés en
anaérobiose : la nitrate réductase et fumarate réductase. Le gene (fnr) exprimé continuellement,
produit le géne (Fnr) résponsable de la transcription des proténes activatrices des deux systémes,
contrairement au gene narL qui produit une protéine qui selieal’ ADN sous I action du nitrate.
Cette proténe active la transcription des génes de la nitrate réductase et bloque celle de la
fumarate réductase. Sans cette protéine, qui a le réle d’un transporteur, le nitrate ne peut étre
respiré par la cellule bactérienne ni expiré a |’ extérieur. C'est le cas des mutants narK : il y a
absence de ce transporteur, donc le nitrate pénétre faiblement et la nitrite formeée est rapidement
consommeée par la nitrite réductase, ce qui le raméne a un faible taux intracellulaire , d’ou
Nitrate-. (Pelmont, 1995)

En anaérobie, la réduction de nitrate comme celle du fumarate et superposable au
métabolisme fermentatif. (Figure 4) En [|'absence de nitrate le métabolisme devient
exclusivement fermentatif. (Nicklin, 2000 ; Pelmont, 1995)

Dans les conditions d’ anaérobie, et en présence de Nitrate, les souches (NR+) favorisent
largement le systéme Nitrate réductase, est qui veut dire activation de I’ enzyme en question. Les
autres systemes, en concurrence: le systéme fumarate, triméthylamine N-oxyde (TMNO), ou
diméthylisulfoxyde (DM SO), bien que fonctionnels en permanence (gréce a la proténe de
transcription : le gene Fnr) sont refoul és au profit de la nitrate réductase.

Chez les souches (NR-), incapables de respirer le Nitrate, |I"absence de ce dernier dans la
cellule bactérienne laisse champ libre a I’ utilisation du fumarate ou TMNO, ou a défaut a la

fermentation.
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Puisque , dans le cas expérimental, les bactéries sont placées dans un bouillon nutritif

renfermant du glucose, il est facile pour la bactérie de respirer sur Fumarate, produit de

dégradation du glucose, que sur TMNO. Ce pendant, les bulles de gaz dans les tubes de Nitrate,

indiquent que les bactéries ont favorisé la voie de la fermentation. La fermentation indique que le

passage a I’ anaérobiose oblige les bactéries a revoir leur arsenal enzymatique (pelmont, 1995),

(voir figure 23)

membrane cytoplusmigne

Lactate

lucose PEP Pyrwate\-l Coo I
Ve
Acétyl-Coa+ Formiate
—3H
DH
. o2
Cirat Acétate
T Ethanol
MK Craloacétate
y .
Mattate Aspartate Lsochrae
Fumarate ~
FR 2-Oroglutarate
ﬁ Succinate

DH : Déshydrognase
FR : Fumarate réductase

MK : Ménaquinone
Q  Ubiquinone

\NaR (-

NaR : Nitrate réductase
NiR : Nitrite réductase

TH2 - NADH ou autres

—NOZ-

réductases

| DMRO

CHDMS

— TMNO

STHA

milien interne |

milien externe

Figure 23: les quatre voies de respiration chez les entérobactéries (d'apres pelmont 1995,

bactéries et environnement, figure : E.coli en anaérobiose, page 606).

le caractére biochimique (ADH+), inhabituel, observé chez les souches isolées est un

nouveau caractere acquis, et comme touts les caractéres biochimiques représentant le phénotype

reflétant donc le génotype, il est fort possible que ce caractére ait été transmis par transfert

horizontal : conjugaison, latransduction ou la transformation (voir rappels bactériologiques).
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La conjugaison est le transfert le plus efficace, par transfert de plasmides, la transformation
se fait par transfert d ADN nu présent dans I’environnement qui est absorbé par la bactérie et

intégré dans le génome.

hactérie donmatrice
G transfert d'un plasmide
transfertd'ADIV &' mtehactem ‘/
transfert de géne d'une haciérie
infectée par un virus par livraison
virale

Figure24 : Les différentes possbilités de transfert de matiére génétique entre les

bactéries- (Woodland ,2004).

- Genre Shigella:

Sur la base des caractéres biochimiques, trois especes ont été suspectées dans ce genre :
Shigella Dysentriae, Shigella boydi, et Shigella sonnéi.

Les trois espéces identifiées dans ce genre sont comme pour le genre E.coli des souches
NR-. L'une d’entre elles (Shigella Sonné) a acquis en plus le caractére HaS+.
Les Shigella sont normalement LDC-, contrairement aux souches isolées qui ont acquis se
caractére et sont devenues de ce fait LDC+.
Remarque: les bulles de gaz sont apparues d’ une fagon mar quée dans les tubes contenant le milieu
nitrate, ainsi que le décollement du milieu gélosé (K1A) lors de I'identification du genre Shigella.
Observation identiquelors deI'identification del’espéece E. Coli (H2S+), de plusil est intéressant de
signaler que ces mémes bulles de gaz sont apparues dans les tubes d’eau physiologique contenant

les sugpensions intestinales qui constituent I’ origine de ces souches.
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Shigella dysentriae
H2S-, glu+, gaz+, lact-, ONPG+, IND-,
TDA-, Cit-, (MAN-, MOB- ), VP-, Nit-
UREE-
Enzymes
Témoin : jaune

LDC+, ODC (virage), ADH-

Aspect des colonies : vertes, rondes,

Figure 25 : Souche 1052, BatimentT, 3 olates

RN s e Shigella boydi (ONPG+, IND+)
¥ HoS-, glu+, lact-, ONPG+, IND+, IDA-,

Cit-, MAN+, MOB-, VP-, Nit-,

UREE —

Enzymes:

Témoin : jaune

LDC+, ODC+, ADH (virage)

Aspect des colonies : vertes, rondes, plates

Shigella sonnéi,

H2S+*, glu+, gaz+, lact-, ONPG+, IND-,
TDA-, Cit-, (MAN+, MOB-),

VP-, Nit-,

UREE -

Enzymes:

Témoin : jaune

LDC+, ODC-(virage), ADH-

Figure 27 : Souche 2. Poussin ,6 Aspect des colonies : vertes, irisées.
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- GenreProtéus:
L’ espéce du genre Protéus isolée est Protéus mirabilis

Les deux souches du genre Protéus sont aussi des souches (NR-), les réactions avec les
enzymes, sont les réactions type de cette espéce pour la souche VP+, mais pour la souche VP-, il
y a un changement dans la réaction avec I’enzyme LDC qui du négatif (LDC-) passe au positif
(LDC+).

Proteus mirabilis

H2S+, glu+, gaz-, lact-, ONPG- , IND-
, TDA+, Cit-, (MAN-,MOB+), VP+* ,
Nit-

UREE+

Enzymes:

Témoin : jaune

LDC-, ODC+, ADH-

Figure 28 : Souche 977 Bé&iment ,3 Aspect des colonies : gris vert avec un
(écouvillonnage) centre noir.

Proteus mirabilis

H2S+, glu+, gaz-, lact-, ONPG- , IND-
, TDA+, Ci+, (MAN+-,MOB(+ou-),
VP-, Nit-

UREE+

Enzymes:

Témoin : jaune

LDC+, ODC+, ADH-

Figure 29 : Souche 976 Batiment 3 Aspect des colonies : gris vert avec un

Caecuml centre noir.
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- GenreYersnia:

La seule espéce isolée est Yersinia entérocolitica.

La souche isolée est une souche Nitrate-, qui a acquis en plus le caractére H2S+, ce qui

explique la pigmentation noire.

Figure 30: souche 977 Bétiment3/

Yersinia entérocolitica

H2S+, glu+, gaz-, lact-, ONPG+,
IND+, TDA-, Cit-, (MAN+,
MOB-), VP-, Nit-,

UREE+

Enzymes:

Témoin : jaune

LDC+, ODC -, ADH-

Aspect des colonies: lact-. Le
repiquage donne des colonies

noires

Autres espéces suspectées, gppartenant a des genres différents de la famille des

Entérobactériaceae sont rapportés dans le tableau suivant :
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N° dela souche

1045 Eclosoirl
Poussin 2
Edwardsiella.hoshinae
(MAN+)

Caractéres culturaux
Lescolonies sur SS

Et sur Mc. Conkey sont
incolores

(lact-)

Tableau 23 : Caractéres culturaux et biochimiques de quelques souches isolées.

Caracteéres biochimiques

UREE-, ONPG-, IND+

Cit-, H2S-, glu+, gaz+, MAN+,
MOB+ TDA-, VP-, Nit-
Enzymes:

Témoin : jaune

ADH -, ODC+, LDC+

1045 Eclosoir 6
Poussin 2
Salmonella. Ubiquiste

Colonies claires avec

un centre sur Hecktoen

UREE-, ONPG-, IND-
UREE-, ONPG-, IND-
Cit+, H2S+, glu+, gaz+, MAN+,

(typhimurium) MOB+, TDA-, VP-, Nit+
Enzymes:
Témoin : jaune
ADH -, ODC+, LDC+
1049 Poussin 3 Colonies de couleur UREE-, ONPG-, IND-
Salmonella Ubiquiste | vert clair avec un Cit-, H2S+, glu+, gaz+, MAN+,
(Entéritidis) centre sur Hektoen MOB+, TDA-, VP-, Nit+

Claires avec un centre
sur SS.

UREE -

Enzymes:
Témoin : jaune
ADH -, ODC+, LDC+
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- Genre Pseudomonas

Dans |le genre Pseudomonas caractérisé par oxydase+, Cit+, trois espéces ont été
identifiées,, il s agit de |’ espéce putida et I’ espece Paucimobilis et I espéce aéruginosa. Les
souches identifiées ont acquis pour la plus part de nouveaux caractéres positifs : exemple
MAN+, H2S+. (Voir tableau)
Toutes les souches isolées sont NR-, sauf |’ espéce Pseudomonas aéruginosa

Tableau 24 : Caractéres culturaux et biochimiques des espéces du genre Pseudomonas isolées.

N° dela souche Caracteres culturaux Caracteéres biochimiques

UREE-, ONPG-, IND-
Cit+, H2S-, glu-, gaz+,

964 Eclosoir 10 Colonies gluantes, MAN+*, MOB+ (faible),
Pseudomonas. aéruginosa | pigmentation verte. TDA-, VP-, Nit+
Enzymes:

Témoin : inchangé
ADH+, ODC+, LDC+
UREE-, ONPG+, IND-
Cit-, H2S-, glu-, gaz+,

1176 Bétiment 3 © Colonies gluantes, rose MAN+*, MOB+ (faible),
Pseudomonas.paucimobilis | claires sur Mc. Conkey. TDA-, VP+*, Nit- (faible)
Enzymes:

Témoin : inchangé
ADH+, ODC+, LDC+
UREE-, ONPG+, IND-
Cit-, H2S+*, glu-, gaz+,

1087 P1 Colonies lact- sur MAN+*, MOB+, TDA-,
Pseudomonas. paucimobilis | Mc. Conkey (aspect VP+*, Nit-
Vvoilé). Enzymes:

Témoin : inchangé
ADH+, ODC+, LDC+
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Pseudomonas. putida

H2S+*, glu+ (faible), gaz-, lact-, ONPG-,
IND-, TDA- , Cit+, (MAN+MOB+),
VP+, Nit-

URRE-

Enzymes:

Témoin : mauve

LDC+, ODC+, ADH+

Aspect des colonies : colonies gluantes,

Figure 31: Souche 1086 Eclosoir 7

Poussinl

Pseudomonas paucimobilis

H2S+*, glu+, gaz-, lact-, ONPG+, IND-,
TDA-, Cit+, (MAN-, MOB+), VP+, Nit-,
UREE-

Enzymes:

Témoin : mauve

LDC+, ODCH+, ADH-

Figure 32: souche 1035 Eclosoir 9 Caecum  Aspect des colonies : lact- sur Mc. Con
1 Key.

Pseudomonas aéruginosa

H2S-, glu+, gaz+, lact-, ONPG-, IND-,
TDA-, Cit-, (MAN-,MOB+), VP+, Nit+
UREE-

Enzymes:

Témoin : mauve

LDC+, ODCH+, ADH+

Aspect des colonies : gluantes, rouges.
Figure 33 : souche 1086 Eclosoir 9 Envahissent toute |a boite.

caecum?2
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Pseudo aéruginosa

H2S-, glu-, gaz-,lact , ONPG-, IND-,
TDA-, Cit+, (MAN+,MOB++), VP-,
Nit-

UREE-

Enzymes:

Témoin : inchangé

LDC+, ODCH+, ADH+

figure 34 : souche 1087 Poussinl Aspect des colonies : gluantes.
Pigmentation verte diffusée.

- INTERPRETATION :

Les Pseudomonas, bactéries aérobie strictes, sont capables de respirer en milieu anaérobie
le nitrate de deux fagons ; soit par la réduction du nitrate, soit par la dénitrification. Ces bactéries
dans le tube contenant le milieu Nitrate, ne poussent pas sur toute la surface (absence de I agpect
trouble). C'est un genre particulierement résistant, car il est capable d'utiliser de nombreux
substrats carbonés comme seule source de carbone et d'énergie : glucose, acide lactique, acide
acétique, arginine, mannitol, citrate (voir les rappels).

Il est connu maintenant qu’ en absence de nitrate, pour continuer arespirer le Pseudomonas
fermente I’arginine qui est transformée en citrulline e NH3, puis la citrulline en Ornithine et
carbamyl-phosphate dont la dégradation conduit ala formation du carbamate plus ATP (pelmont
1995, anonyme 11. 2004) ce qui justifie, I’ utilisation par ces souches des trois enzymes (ADH,
LDC, ODC).

- DISCUSSION
La respiration particuliere du Pseudomonas, comme pour les deux systemes (Nitrate et
Fumarate) est possble gréce a un gene, Anr. La séquence d’Anr possede des zones
d’homologies avec le géne Fnr (qui code pour la Nitrate réductase et Fumarate) ce dernier
présente & son tour des homologies avec la protéine activatrice (CAP : Cyclic AMP binding
protéin) concernant I’ utilisation du lactose. Le gene Anr fait partie du patrimoine génétique du

Pseudomonas, il code pour plusieurs enzymes au méme temps que le transport de |’ arginine et
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I’ornithine (Pelmont, 1995), il est fort probable, que se méme géne ait €é transmis aux souches
qui ont acquis le caractere ADH+.

Chez les souches qui ont acquis le caractére (LDC+), Il est probable que ce caractére ait été
transmis par un plasmide de résistance qui porte un gene qui code pour le métabolisme de la
lysine. (Nicklin et al., 2000 ; le. Minor,1993b, Pelmont.,1995), en suite ce méme plasmide a é&té
transmis par ce Protéus a la souche du genre Shigella ayant acquis les deux caracteres HoS+ et
LDC+.

Bien que le phénotype (les caractéres biochimiques) soit le reflet du génotype, la
probabilité d’une mutation dans notre cas n'est qu'une théorie. On ne peut confirmer ce
phénoméne que par la comparaison des sequences d’ ADN des souches de références avec celles
des souches isolées. Né au moins on peut remarquer que le caractére qui revient le plus est le
caractére H2S+,  ce caractére est porté par un plasmide (R) qui code pour la résistance a un
antibiotique (la tétracycline).

En Arabie saoudite, Onze, souches E.coli H2S+ ont été isolées de prééevement
necropsiques de poulets présentant des symptdmes et |ésions de colisepticémie. Les résultats de
19 et 20 réactions biochimiques étudiées identifient I’ espéce E.coli. L’ Hydrogene sulfure produit
par E.coli a éé utilis¢ comme marqueur épidémiologique et montre une résistance multiple a
streptomycine, sulfathiazole et tétracycline). (Bahbour EK et al. 1985)

Des souches E.coli isolées au laboratoire montrent une diversité des caracteres
phénotypiques, attribuées & des caractéres plasmidiques (citrate+, uréaset+, H2S+, tetrathionate
réductase+, raffinose+, et saccharose+ (Gavini F, PMID: 7011518).

Nous remarquons, que deux nouveaux caractéres apparus sur les souches identifiées, dans
notre travail, sont les méme caractéres rapportés dans ces articles, il s agit des deux caractéres:
H2S+, UREA SE,

2. ANALYSE DESRESULTATS

Dans cette partie, nous éudierons en détail |a répartition des diff érents genres isolés et
identifiés. Pour cela nous adopterons le plan suivant :
- Résultat de larépartition de I’ espéce E.coli et les autres genres identifiés:
Dans les flores caecales des poussins ;
Dans lesflores caecales des adultes;;
Danslesfloresiléales des adultes;;

Dans lesfloresissues de |’ écouvillonnage cloacd ;
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- Répartition, selon le type de prélévement
-Etude de la fréquence d’ apparition en dominance sur les boites de I’ espéce E.coli*, et des deux
genres Shigella*, Protéus* :
(le symbole (*) indique que le genre est apparu en dominance).
Cette étude inclue les variations selon :
L’ age;
L’ origine du poussin;;

Le type de production ;

21 RESULTAT DE LA REPARTITION DE L’ESPECE E.COLI ET LES
AUTRES GENRESIDENTIFIES

Pour différencier les colonies sur les boites, nous prenons que celles parfaitement identiques
aux colonies sur les ques les différents tests biochimiques ont étés effectués. Sur chaque tableau
il a été mentionné, I’age de I’animal, origine du poussin, type de production et genre bactérien
isolé. Nous avons obtenus quatre résultats :

- lesflores caecales des poussins
Voir annexe 18 : illustration des genres bactériens contenus dans chaque boite ensemencée
provenant des prélévements caecalix des poussins.

- lesflores caecales des poulets adultes
Voir annexe 19 : illustration des genres bactériens contenus dans chaque boite ensemencée
provenant des prélévements caecaux des poul ets adultes.

- lesfloresiléales des pouletsadultes
Voir annexe 20 : illustration des genres bactériens contenus dans chaque boite ensemencée
provenant des prélévements iléaux des poulets adulte.

- lesfloresissues del’ écouvillonnage cloacal des pouletsadultes
Voir annexe 21 : illustration des genres bactériens contenus dans chaque boite ensemencée

provenant des écouvillonnages cloacaux des poulets adultes.

21.1 REPARTITION, SELON LE TYPE DE PRELEVEMENT INTESTINAL
- Répartition des différentsgenresisolés (lactoset et lactose-)
Le genre lactose positif identifié est L’ Eschérichia, il comprend I’ espéce E.coli

Les genres Lactose négatif sont : Shigella, Protéus, Samonella, Edwardsiella.
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- Nombre de flores contenant : E.coli - 348

- Nombre de flores contenant : Shigella - 33

- Nombre de flores contenant : Protéus - 29

- Nombre de flores contenant : Salmonella -9

- Nombre de flores contenant : Edwardsidlla - 8

tota - 427 boites
gﬂ i 34 | ECDII
80- W Protéus
20- ] Salmonella
B Edwardsiella
60-
501
40
30 2302
201
0 12,29
10; 3,51 491
236 1 : ’ﬁgi, 115 IIET

caecum des caecum des  jlapn des cloaque des
poussins poulets poulets poulets

Figure 35 : Répartition des différents genresisolés
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- INTERPRETATION

Le pourcentage des flores ou E.coli est apparue, es presgue égale dans les prélévements caecalix
Des poussins, et poulets ainsi que I’iléon des poulets adultes, il ne dépasse pasles 84 %. Un
pourcentage beaucoup plus bas (23,02 %) enregistré au niveau du cloague. Le genre Shigella est
apparu beaucoup plusdans lesfloresiléales (12,29 %) et caecales (9%) des poulets adulte.

Dans la synthése bibliographique, il a été rapporté que I'E. coli produisait une substance
appelée colicine qui prévient la croissance d'autres egpéces bactériennes. (Erg un , 2003 ;
Hambert , 2000)

Le genre Edwardsiella qui fait partie de la flore saprophyte et qui est souvent isolé du tube
digestif des animaux sains, n'est apparu que chez les poussins avec un pourcentage (5,51 %)
dépassant celui des bactéries pathogénes, ainsi qu’au niveau des caecums et iléon des poulets
adultes mais avec seulement 1%. Le Protéus auss est une commensale de I’intestin, son portage
est plus marqué dans les caecums et I'iléon. en fin , le genre Salmonella est apparu chez les
poussins (4,72 %) et dans les caecums des poulets ( 1%) ainsi que I'iléon. sgnalant que ses
Salmonelles sont apparues plus chez les poussins, d abord par transmission verticale, poules
auss contaminées (mais pourcentage plus bas), ensuite par transmission horizontale poussin
poussin, ce phénoméne est peut étre lié au fait de la sensibilité des poussins aux invasions
microbiennes d'une part et d’autre part a I'instabilité de la flore intestinale avant I’ &ge de 15

jours. (Ziprin et al., 2002).

- DISCUSSION

Le portage de Samonella reste faible ou nul pour I'iléon et I’ écouvillonnage ce qui refléte
certainement la présence de la flore, protectrice bénéfique (lactobacilles présents tout au long du
tube digestif), et s explique dans le cas de I’ écouvillonnage, par la présence permanente et au
contact des parois du cloague de nombreux follicules lymphoides.

Dans des travaux menés par des chercheurs (Ziprin et a., Raphadlo Lucio et al., 2000) il a
été constaté que I’introduction du lactose dans I’ dimentation de poulets réduit la colonisation
caecale par Sdmonella Typhimurium. |l a été révélé aussi que Le caecum était le site de plus
colonisé par Sdmonella, et d’ autres egpéces pathogénes de la famille des Enterobacteriaceae,
tel que coli Escherichia, et sa colonisation est utilisée comme un paramétre pour I'évaluation de
I'efficacité de traitement contre salmonellose. Ce qui appuie encore notre conclusion concernant

laprésence de la flore bénéfique protectrice.
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La persistance des Samonelles dans les caecums, mais a un bas pourcentage, peut
s expliquer par le fait que, I’exclusion de ces egpéces, par les lactobacilles, est moins efficace
chez des poulets conventionnel s (présence d’ autres microorganismes en compeétition) (watkins et
Kratzer, 1983, cité par Malet, 2001 ; Fuller, 2000). De plus la propriété g ont les lactobacilles a
réduire I’ O2 atmosphérique pour la production H,O; et la faible concentration de I’O2 dans les
parties terminales de I’ intestin , expliquerait largement |’ absence de I’ effet antagoniste vis-a-vis
des salmonelles au niveau des caecum.( Gournier-Chateau ,1994 ; Fuller , 2000)

Malgré le développement trés important du tissu lymphoide du tube digestif des oiseaux,
incluant les amygdales caecales, le diverticule de Meckel (fonctionnel & partir de la 20 éme
semaine d’ &ge), les plagues de Peyer ou noauds lymphatiques, des nodules pariétaux et viscéraux
de I'intestin et de labourse de Fabricius (Villate , 1997), les bactéries pathogénes sont apparues,
ce qui indique que I’ effet barriere exercé ici, ne peut-étre que permissif (voir rappels , Etude
globale de lamicroflore, chapitre : effet barriere).

On peut conclure donc, que par mis les échantillons d’ animaux ayant servi a notre éude, et
en ce qui concerne les entérobactéries, il y a plus de porteurs d’ E. coli appartenant & la classe
des commensales habituelles de I'intestin : E.coli, Edwardsiella, Protéus, que de bactéries de la

classe des pathogenes opportunistes ; Shigella, Salmonella, Yersinia

2.1.2 REPARTITION EN DOMINANCE DE L'ESPECE E.COLI* ET LES
DEUX GENRES, SHIGELLA *, PROTEUS*

Les études précédentes nous ont donné une idée globale sur la répartition des différents
genres isolés des flores intestinales étudiées, sans tenir compte de la dominance de chague genre,
la différence dans I'age et I'origine des poussins et poulets étudiés, et leur provenance de
plusieurs unités de production. Pour cela dans, cette étude, nous fixons I’ objectif suivant :

Répartition des genresisolés en dominance dans |es flores intestinales, selon :

Le type de prélévement ;
- I'éage,
I’origine de I’ animal,

le type de production,

(Le symbole (*) indique que e genre est apparu en dominance).
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- REPARTITION SELON LE TYPE DE PRELEVEMENT

La répartition des flores provenant des prélévements intestinaux des poulets adultes se fait

comme uit :
- Caecum - 84
- lléon - 81
- cloague - 74

Dans les cacums, le pourcentage des flores ou le genre E.coli* est dominant (64,28 %)
dépasse largement celui des autres flores. Les pourcentages des flores ou les deux genres
Shigella* ou Protéus* dominent sont faibles et presque identique, en effet la différence entre les
deux pourcentage est de (1,19 %). Les flores ou aucun genre ne domine présentent un
pourcentage dont la valeur est la moitié (32,14 %) de celle des flores ou le genre E.coli domine.
Dans|'iléon et le cloaque, cette valeur est presque identique a celle des flores ou le genre E.coli
domine, et Le genre Protéus® ne domine pas. Le pourcentage des Shigella* isolées en
dominance des flores cloacales (4,05 %) dépasse le 1/3 de celui des flores iléales (1,23 %).
(Figure 36, d' apres |’ annexe 24).

% 70 6428 W E.coli*
O Shigella*
60 & Protéus
[E Aucun genre ne domine
501

40,54
Pourcentage 40
des flores

caecum iléon cloaque

Figure 36 : Répartition des genres isolés en dominance selon le type de prélévement.
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- REPARTITION SELON L’AGE
- Caecum :
Les flores caecales issues de poulets et pouss ns réparties en différentes tranches d’ age,
larépartition est réalisée en fonction des périodes d’ élevage :
- 1 jour : avant |’ entrée en élevage.
- Période d élevage :
\V4 démarrage : 2jours 48 semaines.

\V4 Avant |'entrée en ponte: 11 semaines a 22 semaines (en moyenne 18

Semaines)
\4 pic de ponte: 29 semaines et plus. (pic & 29 semaines avec 93,5 % de
ponte)
- Poussinsdel jour - T2flores
- Pouletsentre2j & 8 semainesd ége (2], 89) - 9lflores
- Pouletsde 11 semaines & 22 semaines d’ &ge (11s, 229) - bS4flores
- Poulets de 29 semaines d’ age et plus (29s et+) - 75flores

Le pourcentage des flores ou aucun des genre (E.coli, Protéus, et Shigella) ne domine est
différent d’une tranche d’ &ge a une autre ; al’age de 1 jour et entre 11 semaines et 22 semaines,
le pourcentage des flores ou I’ E.coli est d’une vaeur presque égale dans les deux tranches d’ age,
soit, 51,38 % pour la premiére, et 59,37 % pour la deuxiéme. Méme égalité observée pour les
flores ou aucun genre ne domine dont les pourcentages respectifs sont de 38,88 % et 34,37 %. Ce
pourcentage (flores E.coli*), augmente en début d’ élevage (63,15 %) et atteint la valeur la plus
élevée au dela de 29 semaines d’ &ge (87,5 %).

Le pourcentage des flores contenant le genre Shigella *en dominance est nul chez les
poussns d'1 jour, il est d'une valeur faible chez les poulets adultes. Les flores ou le genre
Shigella présentent auss un pourcentage nul a partir de 11 semaines d’ &ge, et contrairement au
genre Shigella*, le Protéus domine plus chez les poussins d’'1 jour (9,72 %) et en début
d’ devage (5,26 %). (Figure 37, d aprés|’ annexe 25)
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% 90 - 87,5

M E coli’
801 O Shigella®
701 E Protéus

O Aucun genre ne donune
60 1

pourcentage 50 1
des flores

40
301
201
101 oy ;
1jour (2j a 8s) (11sa 22s) 29s etplus

Figure 37 : Répartition des genres bactériens apparus en dominance dans les flores caecales,
selon I’ &ge du poulet.
- lléon:

Larépartition des floresiléaes se fait comme suit :

- Pouletsentre 1 semaine et 8 semaines d’ age (1 s, 8s) - 25flores
- Poulets de 11 semaines & 22 semaines d’ &ge (11s, 229) - 29flores
- Poulets de 29 semaines d’ age et plus (29s et+) - 27flores

En ce qui concerne la dominance du Coli dans I'iléon, il n'a pas de différences avec les
caecums, surtout entre I’&ge de 11s & 22s (58,62 % pour les flores iléales et 59,37 % pour les
flores caecales). Au dela de 29 semaines d’ &ge, |le pourcentage des flores E.coli* (62,96) est un
peu plus bas que celui obtenu par les flores caecales (87,5 %) soit une différence de 24, 54 %.

Le genre Protéus * ne domine pas au niveau deI’iléon. Les Shigella* sont apparus du début
d’devage (1 semaine) jusgu'a I’ entrée en ponte (22 semaines), avec le méme rapport d’ égalité
dans le pourcentage des flores, obtenu par les flores caecales.

Contrairement au Caecum, le pourcentage des flores ou aucun genre ne domine est d’une

valeur égale atouts les &ges. (Figure 38, d’ apres |’ annexe 26)
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% 70- B E. col”
&b 28 O Shigella®
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Figure 38 : Répartition des genres bactériens apparus en dominance dans les flores iléales, selon
I”&ge du poulet.

- Cloaque:

Larépartition des flores se fait comme suit :

- Pouletsentre 1 semaine et 8 semaines d’ age (1 s, 8s) - 25flores
- Poulets de 11 semaines & 22 semaines d’ &ge (11s, 225) - 25flores
- Poulets de 29 semaines d’ &ge et plus (29s et+) - 24flores

Le pourcentage des flores cloacales ou le genre E.coli* domine est un peu plus bas (40 %)
que celui des flores précédentes (caecum, iléon), soit une différence de 20 %. EntreI’dge de 11 a
22 semaines, ce pourcentage est toujours plus bas (48 %), par contre au dela de 29 semaine, le
pourcentage des flores E.coli* se rapproche beaucoup de celui obtenu par les flores caecales a
cet &ge la. Méme chose pour le genre Shigella* en dominance, enregistré seulement a partir de
11 semaines d’ &ge.
Le pourcentage des flores ou aucun genre ne domine est d’une valeur plus éevée au démarrage
(60 %), puis diminue presgue de la moitié avec un pourcentage qui ne dépasse pas les 36 %, ce

chiffre se rapproche de celui obtenu par lesfloresiléales. (figure 39, d’ aprés I’ annexe 27)
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Figure 39 : Répartition des genres bactériens apparus en dominance dans les flores cloacales,

selon I’ &ge du poulet.

- REPARTITION SELON L'ORIGINE DE L’ ANIMAL
Le but de cette étude, est de connaltre I’ influence de I’ origine du poussin sur laflore
intestinale :
Le principe est de comparer les flores caecales des poussins avec celle des poulets adultes, ayant
laméme origine animale (origine du poussin), pour cela nous étudierons :
- larépartition, selon I’origine de I’animal des genresisolés en dominance dans
lesflores caecales des poussins et pouletsadultes.
Les populations sont constituées des origines suivantes :

- Originedel’animal - Caecum des poussins - Caecum des poulets
- Locae1* (1) - 32 - 13
- Etrangére*  (3) -9 - 19
- locae2* 4) - 18 - 12
- locale 3* -9 - 15
- Non connue -9 - 14

Lesnuméros entre parenthéses indiquent I’ origine (voir annexe,)

* . lenom del’unité d’élevage, ou I’ origine du poussin importée ne sont pas mentionnés (anonyme)
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- OrigineLocalel:

Dans les caecums des poussins, Le rapport pourcentage des flores E.coli*/ Pourcentage
des flores ou aucun genre ne domine est égal a 1, alors que dans les caecums des adultes il est
d’une valeur de 2. Le pourcentage des flores ou le genre Shigella* est dominant est nul dans les
caecums des poussns, alors qu’il représente une valeur de (61,53 %) dans les caecums des
poulets adultes, a I'inverse des flores ou le genre Protéus* domine dont le pourcentage est de
(9,37 %) dans les caecums des poussins, alors q'il est nul dans les caecums des poulets adultes.
(Voir figure 40, d’ aprés I’ annexe 28)

7 B E coli*
o - L33 @ gpigia*
O Protéus*
50 H Aucun gente ne dormine
43,75 46 87
A0
Pourcentage
des flores 30,76
30
20
10 4 9,37 7,69
0 T
Caecum Cascum
des poussins des poulets adultes

Figure 40 : Répartition des genres isolés en dominance des flores caecales des poussins et
poulets adultes d’ origine locale 1.

- OrigineEtrangére:

Dans les flores caecales d’ origine étrangere, le rapport floresou le genre

E.coli * domine/ flores ou aucun genre ne domine est égal a 1. A la différance des flores
caecales des adultes ou le pourcentage des flores E.coli* (84,21 %) dépasse de 8 fois celui des
flores ou aucun genre ne domine. Le genre Shigella* est apparu en dominance dans les caecums
des adultes, alorsqu’il ne |’ &ait pas dans les caecums des poussins. (Figure 41, d' aprés I’ annexe
29)
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Figure 41 : Répartition des genres isolés en dominance des flores caecales des poussns et
poulets adultes d’ origine étrangére.
- OrigineLocale?2:
Dans les caecums des poussins poulets adultes le Genre E.coli * est largement dominant,
tan disgue le genre Protéus ne domine que dans les flores caecales des poussins. (Figure 42

d’ gores |’ annexe 30)

% 0 8333 ME.coli*
80 7 0 Shigella™
Fithe O FProtéus™
&0 E Aucun genre ne domine

Pourcentage 50
des flores 40 4

30 77T
20 16,66
10 4
0 - T
Caecum Caecum
des poussins des poulets adultes

Figure 42 : Répartition des genres isolés en dominance des flores caecales des poussins et

poulets adultes d’ origine locale 2.
- OrigineLocale3:

Dans les flores caecales des poulets, le rapport pourcentage d E.coli* / pourcentage de

flores ou aucun genre ne domine n’est pas loin de 1, soit 1,33. Chez les poussins ce rapport est
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diminué par le pourcentage des flores E.coli* qui est largement plus élevé (77, 77 %). (Figure 43,
p p ag

d’ gorés I’ annexe 31)

%o 20 W E coli*
80 - TLIT B Shigella™
-0 - O Protéus*
@ Aucun genre ne domine
60 53,33
Pourcentage 50 -
des flores
40 20
30 T
20
10 6,665
0 [
Caecum Caecum
des poussins des poulets adultes

Figure 43 : Répartition des genres isolés en dominance des flores caecales des poussns et
poulets adultes d’ origine Locale 3.

- REPARTITION SELON LE TYPE DE PRODUCTION

Poule pondeuse : PP
Poulette démarrée : PD
Poulet de chair PC
Reproductrice filiere ponte : RP
Reproductricefiliere chair : RC

- Flores caecales des poussins

- PP - 61flores
- PC - 24flores
- RC - 12flores
- RP - 5flores

La figure ci-dessous indique que le genre E.coli* est présent en dominance quelque soit le
type de production. Son pourcentage est plus élevé dans les flores provenant de prélévement
cacaux de poussins de type PC (75 %).
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Les deux genre Shigella et Protéus ne sont présents en dominance que dans les flores des
poulets de type PP et surtout de type PC pour le genre Protéus. (figure 44 , obtenue d’ gorés
I’ annexe 32)

100%0 - Pas de dominance
E Protéus*
80%p- O Shigella*
B E.coli*
Pourcentage
des flores 60%1

40%0+

20%0+

0% Lt o/u

PP BC RC EP

Figure 44 : Variation, selon le type de production des genres isolés en dominance dans
les flores caecales des poussins.

Flores caecales des poulets adultes

- PP - 56 flores
- PC - 36flores
- RC - 45flores
- RP - 50flores
- PD - 45flores

Chez les poules pondeuses et les poulettes démarrées, il y a une égalité dans le rapport
entre les flores ou le genre E.coli* domine et les flores ou aucun genre ne domine, méme chose
entre les flores Shigella* et les flores Protéust. En revanche chez les poulets de chair, les
reproducteurs chair, le pourcentage moyen des flores E.coli* (60, 27 %) dépasse de plus que la
moitié celui des flores ou aucun genre ne domine (32,22 %). En fin chez les reproductrices ponte,
le pourcentage des flores E.coli* (72 %) dépasse largement celui des flores ou aucun genre ne
domine (26 %).

Le genre Protéus* n’est pas apparu en dominance chez les RC, RP, PD. Il est apparu chez
les PP avec un pourcentage de flores égal a celui du genre Shigella*. Chez les PC |e pourcentage
des flores Shigella* est le double du pourcentage des flores Protéus*. (Figure 45, obtenue
d’ gorés I’ annexe 33).
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Figure 45: Variaion, sdon le type de production des genres isolés en dominance dans les

flores intestinales des poulets adultes.

Les résultats précédents ont montré que le genre E.coli dominait dans touts les cas étudiés.
Nous avons aors voulu vérifier que s I'on prenait en considération que les différents
prélévement provenaient soit de poulets examinés sur demande du vétérinaire (BSV : examen
bactériologique, sérologique ou virologique) ou a titre de contrble, nos résultats seraient
différents. Pour cela nous avons calculé le pourcentage d’ échantillons d’ animaux (N° LVRC) ou
au moins 50 % des flores présentent en dominance le genre E.coli*, nous avons donc :
Nombre d’échantillons de poulets ou les préléevement sont fait sur demande pour examen
bactériologique, sérologique et virologique (BSV) = 31
Nombre d’ échantillons de poulets ou les prdévement sont fait atitre de contréle = 23

Le pourcentage d échantillons d’animaux (N° LVRC) ou au moins 50 % des flores
présentent en dominance le genre E.coli* est plus éeveé dans le cas de simple controle (91,30 %)
gue dans le cas sur demande (48,38 %). (Tableau 28)
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Tableau 25 : Pourcentage des flores intestinal es provenant de poulets examinés sur demande ou

atitre de contrdle et contenant les genres isolés en dominance

Motif d’ examen

Controle BSV
23 31

pour centage d’ échantillonsou au
moins 50 % desflores présentent 91,30 % (22) 48,38 % (15)
en dominancelegenre E.coli

- INTERPRETATION

Danslesfloresintestinales, ou il aété étudié la dominance des trois genres E.coli, Protéus et
Shigella, le genre E.coli apparait en dominance quelque soit le type de prélévement (Caecum,
iléon, cloaque). Le pourcentage des Shigella* isolées en dominance des flores cloacales (4,05 %)
dépasse le 1/3 de celui des flores iléales (1,23 %), ceci s explique par le fait que les cellules de
Paneth libérant une enzyme antibactérienne le lysozyme, sont trés nombreuses et dés la
nai ssance au niveau de I'intestin gréle, contrairement au colon ou le nombre de ces cellules est e
plus bas (voir rappels anatomiques). Cette propriété de I'iléon explique auss L’absence des
Samonelles au niveau de cette portion intestinale (résultats de la répartition des genres lactose
négatif).

Quand le genre Shigella apparait en dominance dans les flores caecales des poussins, il ne
I’est pas dans les flores caecales des adultes. Méme antagonisme enregistré entre les flores
iléales et celles de |’ écouvillonnage cloacal des poulets adultes.

Le genre Protéus, n'est jamais dominant dans I’iléon, quelque soit I'age, et I'origine, de
["animal.

L’&ge et L’ origine ont une influence auss bien sur les poussins que sur les poulets adultes.
En effet dans les résultats obtenus, nous avons constaté que chez les poussins qui provenaient
d’unité d’ élevage nationales (localel, locae2, locae3), le pourcentage des flores E.coli* et celles
ou aucun genre ne domine, varient du poussin a I’ adulte mais presque dans le méme rapport (ne
dépasse pas la valeur de 2). A la différence des poussins qui viennent de I’ éranger dont le
rapport pourcentage des flores E.coli*/ celui ou aucun genre ne domine dépasse a peine la valeur
de 1, alors que chez les poulets adultes cette valeur arrive a 8 ¢'est a dire que le pourcentage des
flores E.coli* est huit foies plus éevé.

Les poussins venant du pays étranger, ne sont pas porteurs de bactéries pathogenes,

Shigella ou Salmonella, ceci prouve I’ efficacité du plan d'action menés par ce pays pour
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I’application des mesures d’éradication de la salmonellose (Salmonella typhimurium, et
Entéritidis) atoute lafiliere, des élevages jusqu’ aux abattoirs.

En effet dans ce plan, Les rares possibilités d'assainissement sont exploitées: elles
concernent, la désinfection des caufs & couver, la tragabilité, impliquant en premier lieu, les
élevages de poulets de chair, qui doivent fournir la garantie d’ absence de Salmonellose sur trois
générations, puis en second lieu un suivie de I’ensemble des lots de volaille tout au long de la
filiére. La destruction des reproducteurs contaminés, ainsi que les produits qui en sont issus.

L’ abattage des poulets touchés se fait en fin de semaine, a fin de bénéficier du week-end
pour faire un vide sanitaire. L’acces au écloseries, ne se fait qu’'gores plusieurs douches et
changement d’ effets vestimentaires. (Bornert, 2000).

La dominance du genre E. coli diminue entre I’ &ge de 11 semaines jusqu’a & 22 semaines,
ceci observé dans touts les types de prélevement. Sachant, que presque la totalité des
préévements proviennent de poulettes ou poules pondeuses, et qu’il y a une restriction
alimentaire qui commence dés I'é&ge de 6 a 7 semaines tout en progressant dans la sévérité
jusqu'a I’ atteinte de 50 % du seuil de ponte (pic vers 29 semaines), ce qui expliquait le retour de
ladominance des flores E.coli avec des pourcentages plus élevés au-dela de 29 semaines d’ &ge.

L’influence du régime alimentaire est d0 au fait que I’opéron Lac ne s'exprime q'en
présence du lactose et diminution ou asence de glucose, en effet, un taux devé de ' AMPc
intracellulaire favorise I'induction de I’ opéron Lac, car il provoque la mobilisation du glucose a
partir des polysaccharides de réserve (glycogene), favorise la néoglucogenese, la mobilisation
des lipides. 1l stimule la production du glucose & partir de I’hydrolyse du lactose. Ce qui
expliquerait dans notre cas (magré la diminution) I'importance et quelque soit la période
d’ élevage, du pourcentage des flores contenant |' E.coli * en dominance.

Le type de production n'a pas d'influence directe sur le microbisme dans I'intestin.
Exemple, chez le poussin de type poulet de chair, il est apparu plus de flores Shigella*, E.coli* a
ladifférence des poussins reproducteurs chair, ou le premier genre ne domine pas, aors que chez
les adultes du méme type (RC), il est apparu des flores Shigella* et avec le pourcentage le plus
élevé par rapport a d’ autre type de production (PP, PD). La contamination par les Shigella, s est
produite au niveau des bé&iments d'éevage de reproductrices chair, puis sest transmise
(transmission verticale) aux poussins chair, et ces Shigella ont persisté pendant la période

d’ élevage, puisgue €elles sont retrouvées dans les flores intestinales de poul ets adultes.
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Cette contamination verticale, se voit auss chez le type poule pondeuse, ou les adultes ont
transmis les Shigella aux poussins expliquant leur apparition chez les poussins PP par la suite
chez les poulettes démarrées.

Le mode d' élevage a auss son influence, ceci se refléte par la diminution du pourcentage
des flores E.coli* et surtout Shigella* chez les poules pondeuses, élevées en cage, par rapport
aux poulettes démarrés élevées au sol, aur litiére.

En fin, la dominance de I'E.coli, plus importante chez les poulets examinée a titre de
contréle que ceux examiné sur demande du vétérinaire, ainsi que I’absence des Iésions de
colibacillose sur les poulets examinés plus les résultats négatifs des analyses bactériologiques,

sérologiques et virologiques, indiquent que cette dominance N’ est pas un signe de pathogénie.

2.2VARIATION DU GENRE PSEUDOMONAS, ISOLE DESDIFFERENTS
PRELEVEMENTSINTESTINAUX

Le genre Pseudomonas n’ appartient pas a la grande famille des Entérobactériaceae, mais
¢’ est un coliforme (cunningham. 1987) présent dans laflore normale du poulet. (Anonyme
11.2004, cunningham. 1987, le minor. 1993) Dans notre cas nous avons isolé trois especes

différentes, ce qui mérite de I’intégrer dans notre étude.

2.2.1 POURCENTAGE DE PORTAGE DU GENRE PSEUDOMONAS.
D’ apreés le (tableau 26), 11,70 % de poussins sont porteurs de Pseudomonas.
Et 9,25 % des poul ets adultes sont porteurs de ce genre.

Tableau 26 : portage du genre Pseudomonas isolé des différentes flores intestinales.

Type de prélevement
Caecum . Cloaque
Pour centage des Caecum lion des des
. des adultes adultes
Desflores Poussins adultes
Pseudomonas 11 (7,97 %) | 1(099%) | 2(1,61%) 7(8,23 %)
Toutslesautres 197 100 122 78
genres
bactériensisolés
total 138 101 124 85
Pseudomonas | ;4 (797%) [ 1(099%) | 2(1,61%) 7(8,23 %)
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- DISCUSSION

S'il I'on se référe a ce qui est rgpporté en médecine humaine, que le portage norma du
genre Pseudomonas ne doit pas dépasser les 10 % ((anonymell. 2004), dors on pourrait
conclure que le portage du genre Pseudomonas dans notre cas ne sort pas de la norme.

De plus dans une éude menée en Egypte (Osman. K et al, 1998), il a été évalué
I"incidence de Pseudomonas Aéruginosa isolé de I'intestin de poulets morts présentant des
symptdmes respiratoires et diarrhée 4 0,43 %, ce qui représente un pourcentage faible par rapport
a d autres organes |ésés (total de 9,43 %) ou le genre Pseudomonas est en cause. Ceci confirme
auss, lathéorie qui dit que le genre Pseudomonas peut se trouver dans I’ intestin sans causer de
maladies.

L’importance du portage du genre Pseudomonas n'est pas seulement liée au pourcentage
mais surtout a la diversité des espéces de Pseudomonas isolées. En effet, la présence des trois
espéces: Aéruginosa, Putida, Paucimobilis, suscite un intérét particulier, qu'on on sait q'un
nombre important de plasmides appelés plasmides sexuels sont capables de se transférer entre un
grand nombre de bactéries Gram-, dont les plus typiques sont les plasmides de résistance aux
antibiotiques BP4 chez le Pseudomonas Putida (nicklin, I’ essentiel en microbiologie page 133,
2000).
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Le portage du genre E. coli chez les animaux sains (sans |ésions apparente a |’ autopsie)
es plus important que celui des genres pathogénes, comme les Shigella et Salmonella. Dans
la théorie, il est rapporté que la seule présence de I’ E.coli dans I’intestin crée une compétition
pour le territoire et les ressources alimentaires, limitant ainsi I'invasion par d’ autres germes
pathogenes. (Rollan, 1997) Le faible pourcentage des bactéries pathogénes, confirme auss la
théorie qui dit «qu’'il y a restauration de la flore bénéfique, suite & une antibiothérapie a
spectre large », sachant que sur terrain, nos animaux sont traités 90 % avec des antibiotiques a
spectre large.

De plus, les flores ou le genre E.coli domine, sont isolées d’animaux sans lésions de
colibacillose, ce qui confirme encore la théorie qui dit que 15 % d' E.coli pathogénes sont
inoffensifs dans le tractus intestinal des oiseaux. (Dr. Rollan Sergi 1997) .On peut également
dire que les genres E.coli isolés ne sont pas tous pathogenes.

Un point important & ne pas négliger, est I'isolement d espéces portant de nouveaux
caractéres biochimiques (H2S+, UREE+, IND-, ADH+) pour |’ espéce E.coli, correspondant
parfaitement & ce qui a été rapporté dans des articles récents , ainsi que la fréquence du
caractére H2S+, qualifié de caractére plasmidique .

Le portage du Pseudomonas, enregistré surtout chez les poussins, peut s expliquer par
I’immaturité du systéme immunitaire a cet &ge la qui fait que les bactéries ont plus de chance
de coloniser le tube digestif, que lorsqu’ elles sont introduites plus tard. Mais | apparition des
egpéces différentes (aéruginosa, putida, paucimobilis) est un signe de pseudo-épidémie
(Avril, 1997).

le faible pourcentage du portage de bactéries pathogene refléte certainement I intégrité du
systeme immunitaire et la présence de la flore bénéfique tout le long du tube digestif de ces
animaux cliniquement sains, avec ou sans antécédent pathologique, mais ne donne pas une
image réelle sur I' équilibre de la flore intestinale, car méme s les Entérobactériaceae (E.coli,
Entérobacter) sont marqueurs d’un déséquilibre , la rupture de I’ écosysteme digestif est du
essentiellement a un déséquilibre marqué entre Gram+ et Gram-. Donc I’ évaluation du
rapport E.coli/Lactobacille, aurait ramené des résultats plus concrets. De plus la méthode de
cacul du pourcentage des flores (boites de Pétri) contenant les espéces isolées, méme en
considérant la dominance de chague espéce sur la boite, & donné des résultats interprétables,
mais non concluant a cent pour cent, la méthode la plus concréte reste la numération

bactérienne.
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Annexe 1: Indication de I'origine de provenance des différents poulets de |'expérimentation (unité de

production ou privé).

Wilayate Unitéde production &atique particulier
Constantine UPD 3 privés (aviculteurs)
Mila UPC, UPD /
Skikda 2 UPD 2 privés
Jijel UPD /
Sétif URC, UPD, couvoir 2 privés
Bordj Bou Ariridj Oravie, CRP + couvoir 3 Privés
Batna coopérative, CRC +couvoair /

SPACA Batna, URC

Guelma CRC+couvoir Privé
Tebessa URC 1Privé
Souk Ahras / lprivéw
10 wilayates 17 unités 13 privés

CRP = complexe d’ élevage de reproducteurs ponte.
URC = unités d’ é evage de reproducteurs chair.
CRC = complexe d' élevage de reproducteurs chair.
UPD = unité d’ é evages de poul ettes démarrées.

UPC = unité de production de poulets de chair.

Annexe 2 : Les différentes|ésions avec |es pathol ogies correspondantes suspectées chez lavolaille.

L es maladies suspectées Sur I’animal vivant A l'autopsie

Systéme locomoteur :

-botulisme -Paralysie du cou

La peau : téte, corps, pattes :

-Cannibalisme -Blessures, sang

-dermatites — cyanose — /Taches d’ enflure,

Systéme respiratoire :

-Détresse respiratoire -Hal étement + téte secouée
-Infection respiratoire Exsudat aux narines, ou aux yeux +
plumes sales
-Codlibacillose- salmonellose -diarrhées -Sacs aériens opacifiés
-Aspergilose — Bl — -Fibrine sur lefoie ou dansles

Colibacillose - salmone lose sacs péricardiques
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-Entérite nécrotique
Hémorragique
-Parasitismes
-Insuffisance de dével oppement
du gésier par manque d’ apport
de fibres dans|’ aliment.
-Marek, proventriculite
infectieuse
-L’animal ne mange pas

-Dével oppement insuffisant

-pullorose
-Tubercul ose- coccidiose

-Diarrhées sanguinolentes

-Diarrhée blanche

-Taches de sang

-Coccidies— vers
-Gros pro ventricule

-Pro ventricule épaissi +
Ulcéres ou hémorragies
-Tractus digestif taché en vert
par labile
-Foie et rate petite, vésicule
biliaire pleine
-Entérite — mortalité
-Lésions entérohépatites au
niveau des caecums, intestin et
foie

Marek — leucose lymphoide
Hépatite bactérienne-

-typhose aviaire
-Stockage graisseux
-Hépatite virale

-Diarrhée verdétre

Systéme génital :
-Maladie depuis 2-7jours —
Convalescence
-Lapoule est en mue depuis
une Semaine
-Salmone | ose — colibacillose-
Bl

-Picage- débris d’ caufs- ponte
interne

-Un grosfoie

-Un grosfoiejaune
-Un foie jaune, hémorragique

-Ovules en régression

-Petits ovules

-Ovules semi solides (aspect

cuit), salpingite
-Oviducte obstrué




mai jusgu’au 5 juillet.
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Annexe 3: Calendrier détaillé des prélevements intestinaux, sur des poulets sains pendant la période 22

date NLVR Nombre de Provenance des poulets Examen
préévements demandé
22/05/2005 910 3int (Cae) couvoir -Sétif- BS
911 3int UPD -Sétif- BSV
23/05/2005 920 6int, 7 Ecouv BBA contréle
29/05/2005 961 3int Privé — Sétif- BSV
964 4dint (Cae) couvoir —Setif- Controle
965 3int (Cae) Tinar -Sétif- Controle
30/05/2005 975 8int (Cae) Tébessa B.S.V
976 8int (Cae) CRP (BBA) controle
977 5 Ecouv BBA contréle
982 gint, Souk-Ahras B.S.V
05/06/2005 1031 5int, 1Ecouv UPD de Azzaba B.S.V
1032 5int (Cae) couvoir —Sétif- B.SV
1033 2int (Cae) URC - Sétif- Controle
1035 6int (Cae) URC -Sétif- contréle
06/06/2005 1040 lint, 1Ecouv UPD -Mila B.S.V
1045 15int (Cae) CRPA - Sétif- B.S.V
1049 6 int (Cae) UPD -Mila controle
07/06/2005 1052 5int, 5Ecouv CRC -Guelma- Contréle
1053 5int (Cae) CRC - Guelma- Contréle
1062 4 Ecouv URC -Batna B.S.V
12/06/2005 1086 7 int (Cae) couvoir —Setif- BSV
1087 3int (Cae) SPACA -Batna- Contréle
1088 2int, 2 Ecouv UPD -Skikda- BSV
1092 2int, 2 Ecouv Aviculteur — constantine- BSV
15/06/2005 1130 6int, 3 Ecouv UPD — Skikda- contréle
1137 3int (Cae) UPD - Sétif- contréle
1138 1int, 1Ecouv Particulier B.S.V
1140 4int (Cae) CRC -Batha controle
1141 6 int, 4Ecouv CRC -Batna- contréle
18/06/2005 1151 5int, 5 Ecouv CRC - BBA- Contréle
1161 1lint, 1 Ecouv Privé - Constantine- B.SV
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20/06/2005 1165 8int, 3Ecouv URC -Tebessa- B.SV
1166 4 int, 4Ecouv URC -Tebessa B.SV
1168 1lint, 1 Ecouv coopérative - Batha- B.S
21/06/2005 1176 10Ecouv, CRP -BBA- B,SV
1185 Controle
1189 Controle
2int (Cae) UPC -Mila B,SV
25/06/2005 1200
06/2005 1209 5int (cag) oravie - BBA- controle
1211 lint UPD -Jijel- B,SV
1212 1int, 1écouv Privé -BBA- B,SV
1213 1lint, 1 écouv Privé -BBA- B.SV
27/06/2005 1221 13int Ain -BBA- Controle
1222 lint UPD -Sétif- B,SV
29/06/2005 1240 3int, 3 Ecouv Guelma B,SV
1241 2int, 2 Ecouv UPD — constantine- Contréle
03/07/2005 1259 10int, 10Ecouv CRP -BBA- B,SV
1261 1int, 1Ecouv Privé -BBA- B,SV
abattoir 5 Ecouv Skikda Controle
5 Ecouv Skikda Controle
04/07/2005 1275 2int, 2 Ecouv CRP -BBA- B,SV
06/07/2005 1285 lint UPD -Sétif- Controle
1289 lint, 1Ecouv Privé de -Mila- Contréle
19 jours de | 53 223 intestins 17 unités de production 23contréles
prvts numéros 14 privés 31B.SV

B.S.V = bactériologie. Sérologie. Virologie.

Prvts = préévements

Int =intestin. Cae=caecum. Ecouv = écouvillonnage.

Annexe 4 : Précision de laformule des quatre milieux (Mc conkey, Salmonella-Shigella, et Hektoen). 78

formule Mc SS H
Peptone de caséine 10g / /
Peptone de viande 10g / /

lactose 10g / 129

Selshiliaires 1,59 99

Chlorure de sodium 59 59 59
Cristal violet 0,001g / /
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Rouge neutre 0,03g 0,025g /
Agar 0,03 159 14g
Peptone bactériologique / 10g /
Désoxycholate de sodium / 8,59 /
Citrate de sodium / 10g
Thiosulfate de sodium / 8,59 59
Citrate ferrique / 1g 1,59
Vert brillant / 0,00033g /
Macération de viande de boauf (500g/1) / 1 /
Protéase peptone / / 129
Extrait delevure / / 39
sdlicine / / 29
Saccharose / / 129
Fuchsine acide / / 0,049
Bleu de bromothymol / / 0,0659g
pH 72 7,25 75
Annexe 5 : Formule: « bouillon sélénite de Leifson ».
Peptone 59
Lactose 49
Phosphate disodique cristallise ~ 10g
Sélénite acide de sodium 4qg
Eau distillée 1
pH 7

Annexe 6 : Formule des trois milieux gélosés: Manitole-Mobilité (Man-Mab), glucose-lactose-H2S (KIA),

Citrate de Smmons (Cit).

formule Man-Mob KIA Cit
Peptone trypsique de viande 20g 20g /
mannitol 29 / /
kNO3 19 / /
Rouge de phénal 0,04g 0,059 /
Agar 4q 12g 15g
Extrait de viande de boeuf / 39 /
Extrait delevure / 39 /
Chlorure de sodium / 59 59
Citrate ferrique / 0,39 /
Thiosulfate de sodium / 0,39 /
Lactose / 10g /
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Glucose / 19 /
Citrate de sodium / / 59
Sulfate de magnésium / / 0,29
Phosphate monoammonique / / 19
Phosphate bi potassique / / 19
Bleu de bromothymol / / 0,089
pH 7,6 7,4 7,072

Annexe 7: Formule : bouillon nutritif pour larecherche delanitrateréductase

Acide acétique pur cristallisable
Eau ditillée

2859

715ml

La présence de nitrate est mise en évidence par lesréactifs de Griess1 et I1.

Formule:
Reéactif 1 : acide parasulfanilique
Acide acétique 5N
Réactif I1 : a-naphtylamine
Acide acétique 5N
Annexe 8 : Formule: Milieu urééindole
L- Tryptophane
Phosphate mono potassique
Phosphate bi potassique
Chlorure de sodium
Urée
Alcool 495°
Rouge de phénol
Eau distillée
pH
Annexe9: Milieu ClarK-Lubs (CL) ;
Formule (75)

89

1L

69
1L

39
1g
1g
59
209

10ml

0,025g

Peptone tripsique de viande

1

59

Phosphate bipotassique pur en poudre  5g

D (+) glucose
Eau digtillée
pH=7

Annexe 10 : Formule : test d’' oxydase

Oxalate de N-di méthyl-paraphényléne-diamine

(syn.para.amino N-diméthylaniline)

\

69
1




Annexe 11 :

forme, taille et couleur
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abréviation correspondante

Colonies roses foncées, bombées lisses avec éclat métalique Rfp

Coloniesrosestrées claire, petites

Colonies saumons (vers |’ orange), brillantes

Colonies saumon avec centre noir

Colonies saumon avec anneau noir

Colonies vertes, petites

Coloniesroses

Colonies trangparentes, minuscules

Colonies grises vertes, avec un centre noir

Colonies claires petites

Colonies claires avec un centre orange

Claires avec un centre noir

Colonies vert clair avec un centre noir

Colonies noires petite
Milieu Mc. Conkey
Milieu Hektoen

Milieu Shigella-Salmonella

Gélose nutritive

Rcp
So, Sop
Sn

S+an

GVn
Cp
Cno
Cn
Ven
Np
Mc
H
SS
Gn

Annexe 12 : lllustration du caractére |actose des bactéries issues des prél évements caecaux des poussins.

Numérodela Aspect des colonies
boite Aspect des colonies apresrepiquage Caractéredu lactose
Sur Mc: Sur H:
910cael Rf*, Rcp So, Sb Lact+
Sur Mc:
910cae2 Rf*,  Rcp /i Lact+
Sur Mc:
910cae3 Rg** SurH: So |act+
Sur Mc: Sur H:
964caclECO Rf++Rpc++ So, Sb Lact+
Sur Mc:
965caeb 1colonieR / 1lact+
Sur Mc: Sur H:
964caelEC10 Rf*, Rpc So, Sb Lact+
Sur Mc : C* Sur H:
964cae3EC10 Voilé, gluant, bleu vert |act-
Sur H:
964cae3EC9 Sur Mc : Rf* So |act+
Sur Mc: Sur H:
965cael Rf**Rcp- So, Sb Lact+
Sur Mc: Sur H:
965caed Rf+Rcp+ So, Sb Lact+
SurH: Sur Mc: lact-
975cae2Bt8 Gvn* Aspect vailé

VIl
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975cae2Bt7 Sur H: Gvn* /! /! lact-
975cae2Bt5 Sur H: Gvn* /! /! lact-
975cae2Bt6 lact-
Sur H: GVn* /! I
SurH: GVn*
975cael Bt5 /! I lact-
Sur H:
975cael Bt6 Sur Mc : Rp** S0 lact+
Sur Mc: Sur H:
975cael Bt7 Rp** So lact+
Sur H:
975caelBt8 Sur Mc: Rp* So lact+
Sur Mc: Sur H:
976cael EC3 C (voil&* GVn lact-
Sur Mc: Sur H:
976cael EC2 C (voil&* GVn lact-
Sur Mc: Sur H:
976cael EC5 Rp*, C+ Sop++, Gvn
Sur Mc:
976cael EC4 C (voil&* / L act-
Sur H:
976cael EC1 Sur Mc : Rp** Sop lact+
Sur Mc:
976cael EC7 Rp* / Lact+
SurH: Sur SS:
976cael EC6 So**, Sh Rouge, / Lact+
SurH:
976cael EC8 So*, Sb+ / Lact+
SurH: Sur Mc:
1032caelEC10 So** Rf lact+
SurH:
1032caelEC11 So*, Sb / lact+
SurH:
RAS
1032caelEC7 /
SurH:
1032caclEC8 Sh* / lact+
SurH: Sur SS:
1033caelBT2 +, So+ /, rouge petites
SurH:
1033caelBt1 Sop** / lact+
SurH:
1035caelBt8 So++ / lact+
SurH:
Sop* Sur Mc:
1035caelBt7 Rf lact+
SurH:
1035caelBt5 So, Sn* / lact+
SurH:
1035caelBt6 Sop+ Sh+ / lact+
Sur H: Sur Mc:
1035cae1BT9 So*, C gluante Rp, C (aspect voilé)
SurH: Sur Mc:
1035caelBt10 Sh* Rcp lact+

VIII
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SurH: Sur Mc:
1045cae2EC1 Cno+ , So+ / , Rfp
SurH: Sur SS:
1045cae1EC1 So* , Cn Rouge, Cn
SurH: Sur Mc:
1045caelEC2 7Cno, So* / ,Rfp
SurH:
1045cae2EC2 Sop** /
SurH: Sur Mc:
1045caelEC3 Cp*, So+ C (voilé), Rp
Sur Mc: Sur H:
1045cae2EC3 C++, R++ (vailé), So
SurH: Sur SS:
1045cae2ECA 8Cn 2%0 Cn, rouges
SurH: Sur SS:
1045caelECA 15S0, 30Cn Cn, rouges
SurH: Sur Mc:
1045caelEC5 Sop, Sb* Rfp
SurH:
1045cae2EC5 Sop** /
SurH: Sur SS:
1045cae?2EC6 Cn*, 19Sop Cn, rouge
SurH: Sur Mc:
1045cae2EC7 Sop*,10N Rf, (voilé)
SurH:
1045caelEC7 Sop* /
SurH:
1045caelECS8 Cn+So+
SurH: Sur Mc:
1045cae2EC8 Np+, So++ Voilé Rf
SurH:
1049cael Sop** /
SurH:
1049cae2 Cnot+ Sop+ /
SurH:
1049cae3 Cno** /
SurH:
1049cae5 Cnho* Sb /
SurH:
1049caelEC3 1So /
SurH:
1049caed Cno* / lact-
SurH:
1053Bt5RC Spo* / lact+
SurH:
1053Bt2RC Spo** / lact+
SurH:
1053Bt3RC Spo* / lact+
SurH: Sur SS:
1053Bt4RC Sop Sb* Rouge, Cp Lact+
SurH:
1053Bt1RC Spo* / lact+
SurH: Sur Mc:
1086caelEC9 voilé Rouges gluants lact-
Sur Mc: /
1086cae2EC10 RAS
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SurH: Sur Mc:
1086cae2EC9 So*, C Rp, C
SurH: Sur Mc:
1086caelEC7 Sop*, voilé Rouges gluantes
SurH:
1086caelEC10 So / lact+
SurH:
1086caclEC8 Sop** / lact+
Sur Mc: Sur H:
1086cac2EC11 Rp** So lact+
Sur Mc:
1087cae3 R- / lact+
Sur Mc:
1087cae2 Rp** / lact+
Sur Mc: Sur H:
1087cael Rp*, gluantes So, pigment vert
diffusé
Sur Mc: Sur H:
1137cae3 RCp* V lact-
1137cael R*, GRc+ /
Sur Mc: Sur H:
1137cae2 R avec centreclair* Sn lact+
Sur Mc: Sur H:
1140cae2EC4 Cc* Pigment vert diffusé lact-
Sur Mc: Sur H:
1140caelEC6 RCp* Sb Lact+
Sur Mc: Sur H:
1140caelEC5 RCp* Sb Lact+
SurH: Sur Mc:
1140cae2EC5 Cno** / lact-
SurH: Sur SS:
1200cael So*, Cn+t+ Rouge, Cn
SurH:
1200cae2 So* / lact+
Sur Mc: SueH:
1209cae5 R* Sop lact+
Sur Mc:
1209caed Rp* / lact+
1209cae2 Cp, Rp C, rouge petites
Sur Mc:
1209cael Rp* / lact+
Sur Mc: SueH:
1209cae3 C++ R++ Vailg, So _
SurH:
1221EC7cee2 RAS / /
SurH:
1221EC7ceel RAS / /
Sur Mc: Sur H:
1221EC4ceel C(vail+ R+ N, So
Sur Mc:
1221EC6ceel RAS / /
Sur Mc:
1221EC6ceae2 RAS / /
Sur Mc:
1221EC2ceel RAS / /
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Sur Mc:

1221EC2cae2 Rp** / lact+
SurH: Sur SS:

1221EC3ceel So* , Sh+ Rouge, / Lact+
SurH:

1221EC3cae2 Sop** / lact+
Sur Mc: Sur H:

1221EClcael Rg++ Rp++ Sop lact+
Sur Mc: Sur H:

1221EClcae2 Rg Sop lact+
Sur Mc: Sur H:

1221EC5cael Rg, Rcp Sop, Sb Lact+
Sur Mc:

1221EC5cae2 RAS / /
SurH: Sur SS

1222Bt1lotl V* CP lact-

Annexe 13 : illustration du caractére lactose des bactéries issues des prélévements caecaux des poul ets adultes.

Numérodela Aspect des colonies
boite Aspect des colonies aprées repiquage Caractére du lactose
Sur Mc: SurH:
911cael Rg* Rpc Sop, Sb Lact+
Sur Mc: SurH:
911cae? Rg + Rpc+ Sop, Sb Lact+
Sur Mc: SurH:
911cae3 Rg * Rpc+ Sop, Sb Lact+
Sur Mc: SurH:
920caeBt 1 Rg* Rpc- Sop, Sb Lact+
Sur Mc:
920caeBt2 F /
Sur H: Sur SS.
920caeBt1/ V* CP lact-
Sur Mc: SurH:
920caeBt4 Rp** So lact+
Sur Mc:
Rp++  Rpct+ SurH:
920caeBt2/ Sop, Sb Lact+
Sur Mc: SurH:
920caeBt5 Rp** Rpc Sop, Sb Lact+
Sur Mc: SurH:
961cae3 R* So lact+
Sur H: Sur Mc:
961cae2 Sop*, voilé Rfp, C (voilé)
Sur Mc:
961cael R* / lact+
Sur Mc: SurH:
982L ot3 cael Rfp** So lact+
Sur H:
982L ot3 cae2 Sop**, So / lact+
Sur Mc:
982 L ot3cae3 Rfp** / lact+
Sur Mc:
Sur Mc:
982L ot3 caed R*, R+centredair R, R+centreclair lact+
982L ot4cael Sur Mc: / lact+
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pr**
Sur H: Sur SS:
982L ot4 cae? So*, \Y Rouge, Cp
Sur Mc:
982L ot4 cae3 R* lact+
Sur Mc: SurH:
982L ot4 caed R*, Rpc Sop++, Sh lact+
Sur H: Sur SS
1031cae5pp Sh* / lact+
Sur H:
1031caelpp So* / lact+
Sur H:
1031cae3pp Sp+Sh+ / lact+
Sur H:
1031cae2pp Sp*, S+ / lact+
Sur H:
1031caedpp RAS /
Sur H:
1040cae3pp So* , 3Cn+
Sur H:
1052caelRC Sop* / lact+
Sur Mc:
1052cae5RC RAS /
Sur Mc:
1052cae2RC Rfp* / Lact+
Sur Mc:
1052cae4RC Rfp* / lact+
Sur H:
1052cae3RC So* / lact+
Sur Mc: SurH:
1088 cae2 Rp* So Lact+
Sur Mc:
1088 cael Rp* / Lact+
Sur H: Sur Mc:
1092cael Sop* * Rf lact+
Sur H:
1092cae? Sop / lact+
Sur Mc:
1130cae2Bt1 Rf* * / lact+
Sur Mc:
1130caelBt1 Rf* * / lact+
Sur Mc: SurH:
1130Bt3cae2 Rg* , C(vailé) So, Gvn
Sur Gn: Sur Mc:
1130Bt3cael Bg Rfp lact+
Sur Mc: SurH:
1130caelBt2 c(vail® *, Rg+ So, Gvn
Sur : SurH:
1130cae?2Bt2 Bg+ , Bp+t Sop, V
Sur Mc:
1138cae Rf* / lact+
Sur Mc: SurH:
1141caeBt5 Rfp*, 3Rfg So lact+
1141caeBt1 Sur Mc: / lact+
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Rfp*
Sur Mc:
1141caeBt6 Rfp+ / lact+
SurGn: SurH:
1141caeBt2 Bp \ lact-
SurGn: SurH:
1141caeBt3 Bg Sop lact+
Sur Mc:
Rfg*, (voilé) + SurH:
1141caeBt4 Sop, Gvn
Sur Mc:
1151caeBt5 grise, Rf* / lact+
Sur Mc:
1151caeBt4 Rf * * / lact+
Sur Mc:
1151caeBt3 grise, Rf** / lact+
Sur Mc: SurH:
1151caeBt1 R* * Sop lact+
Sur Mc:
1151caeBt2 R* / lact+
Sur Mc: SurH:
1161caeBt4 Rf Sop lact+
SurH:
1165cae2Bt7 Sop* * / lact+
SurH:
1165caelBt7 V* / lact-
SurH:
1165caelBt9 Sop* * / lact+
SurH:
1165caelBt10 Sop* * / lact+
SurH: Sur Mc:
1165cae2Bt10 Sop** Rf lact+
SurH: Sur SS:
1165caelBt8 Sop*, V Rf, Cp
SurH:
1165cae2Bt8 Sop** / lact+
SurH:
1165cae2Bt9 Sop** / lact+
SurH: Sur Mc:
1185caePP So*, Cno Rf, /
Sur Mc:R SurH:
1189caePP So lact+
Sur Mc: SurH:
1166caeBt4 R Sop lact+
Sur Mc: Sur SS:
1166caeBt3 Rfp+ c(voilé§)+ Rouges, Cn
Sur Mc:
1166caeBt2 Rf* / lact+
Sur Mc:
1166Bt1cae Rf* / lact+
SurH: Sur SS:
1168cae V* Cp lact-
Sur Mc:
1211cae RAS /
1212cae Sur Mc: /
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RAS
Sur Mc: Sur SS:
1213cae Rpc / Lact+
Sur Mc: SurH:
1240caeBt1 R So lact+
Sur H:
1240caeBt2 Sop** / lact+
Sur Mc: SurH:
1240caeBt3 R* Sop lact+
Sur Mc: SurH:
1241caeBt1 C(vailé+ Rp+ Gvc, Sop _
Sur Mc:
1241caeBt2 Rfp** / lact+
Sur Mc:
1259 cael Bt1 Rfp** / lact+
Sur Mc:
1259 cae2 Bt1 Rfp** / lact+
Sur H: Sur SS:
1259 cael Bt2 Sop+ Sb+ Rouge, rouge bombée lact+
Sur H:
1259 cae2 Bt2 Sp*, S+ / lact+
Sur H:
1259 cael Bt3 Sop** / lact+
Sur Mc:
1259 cae2 Bt3 f /
Sur Mc:
1259 cael Bt4 Rfp* / lact+
Sur Mc:
1259 cae2 Bt4 Rp* lact+
Sur H: Sur Mc:
1250 coet 15 s e L
Sur H:
1259 cae2 Bt5 Sop* / lact+
Sur H: Sur Mc:
1261cae Sop* R lact+
Sur Mc:
1275 cael 5R / lact+
Sur Mc:
1275 cae2 RFp** / lact+

Annexe 14 : lllustration du caractére lactose des bactéries issues des prél évements de I’ iléon des poulets

adultes

Numérodela

Aspect des colonies

boite Aspect des colonies apresrepiquage Caractére du lactose
SurH:
911IL1 Sur Mc : Rg*cp So, V
Sur H
911IL2 Sur Mc : Rfg*cp So, V
Sur Mc:
9111L3 Rfg* / lact+
Sur Mc: SurH:
920I1L Bt2/ Rpc* Sb lact-
Sur H: Sur SS
920IL Bt2 Sh* / lact+
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Sur Mc: Sur H:
9201LBt1 Rg++ Rcp+ Sop, V
Sur Mc: Sur H:
9201L Bt1/ Rg++ Rcpt++ Sop, V
Sur Gn : Sur H:
9201 Bt4 Rf++ Rcp++ Sop, Sb Lact+
Sur : Sur H:
9201LBt5 Rg*, Rcp Sop, V
Sur Mc : Rf*, R+centre Sur Mc: x2
9611L3 clair Rf, R+centreclair lact+,
Sur Mc:
Sur Mc : R+centre clair
96IL2 +, Rf+ Rf, R+centreclair lact+
Sur Mc:
961IL1 R** SurH: So lact+
Sur H: Sur SS:
982Lot31L1 Sop*, Sb Rouge, / lact+
Sur H:
982Lot31L2 Sop*, Sb / lact+
Sur Mc:
982 Lot3IL3 Rfp** / lact+
Sur Mc:
Sur Mc : R+, R+centre R,R
982Lot31L4 clair lact+
Sur H:
982Lot4lL1 Sop*, Sb / lact+
Sur H: Sur Mc:
982Lot41L1 Sop*, V Rf, Cp
Sur Mc : R+, R (anneau)
+ Sur Mc:
982Lot41L1 Rp lact+
Sur H:
982Lot41L1 Sop*, Sb / lact+
SurH:
1031IL 4pp Sop** / Lact+
SurH:
1031IL 1pp RAS /
SurH:
1031IL 5pp RAS /
1031IL 3pp Sur H : 1col onieSop / Lact+
Sur SS/
1031IL 2pp Sur H: Sb* / Lact+
SurH: Sur SS:
10401 L 3pp So*  Cn+ Rouge, Cn
Sur Mc: SurH:x2
10521 L2RC Rf+ R+centre clair Rf, San lact+
SurH:
1052IL1RC Sop / lact+
1052IL3RC SurMc: R+ Sur H: San lact+
Sur Mc:
1052IL5RC 61R * Sur H : Sop lact+
SurH: Sur Mc:
1052IL4RC N+, Sp* C(vailé), rouge
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SurH: Sur SS:
1088IL 2 Sb*, V Rouge, Cp
SurH: Sur SS:
1088IL1 Sb*, V Rouge, Cp
Sur Mc:
1092IL2 Rfp / lact+
Sur Mc: Sur Mc:
10921L1 Rfp+, R +centre clair Rfp, R lact+
Sur Mc: Sur H:
1130Bt3IL2 R+, C (voilé)+ So, Gvn
Sur Gn: Sur H:
1130IL 1Bt2 B* voilé lact-
Sur Gn: Sur H:
1130IL 2Bt2 B++ Bp++ voilé, Sb lact-
Sur Mc: Sur H:
1130IL1Bt3 R*, C+ Sog, Gvn
Sur Mc: Sur H:
1130IL2Bt1 R*, Rpc+ So, Sb Lact+
Sur Mc: Sur H:
1130IL1Bt1 R+, Rpc* So, Sh Lact+
Sur Mc:
1138IL Rfg+ / lact+
Sur H:
11411L Bt5 Sur Mc :R** Sop lact+
Sur Mc: Sur Mc:
11411L Bt6 Rfp+, R+centre noir Rfp+, R+centre noir lact+,
Sur Gn: Sur H:
11411LBt2 Bp \Y lact-
Sur Mc: Sur H:
11411L Bt3 Rf+Rcp+ Sop, Sb
Sur :Mc Sur H:
11411L Bt4 Rf*Rcp+ Sop, Sb Lact+
Sur Mc: Sur H:
11411LBt1 Rcp* Sb Lact+
Sur Mc: Sur H:
R+centre clair *, Rfg Sann, S
1151ILBt1 lact+
Sur Mc:
1151ILBt2 A4Rfg* / lact+
Sur Mc:
1151IL Bt5 Rfp* / lact+
Sur Mc: Sur H:
1151IL Bt3 Rpc+Rg+ V, So
Sur Mc: Sur H:
1151IL Bt4 Rpc+,R* V, So
Sur Mc: Sur H:
1161IL Bt4 R Sop lact+
Sur Mc:
1165IL 1Bt9 RAS /
SurH: Sur SS:
1165IL 1Bt10 Sh rouge lact+
SurH:
1165IL 2Bt10 RAS /
SurH:
1165IL2Bt7 Sop** / lact+
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SurH:
1165IL1Bt7 V* / lact-
SurH:
1165il1Bt8 Sop** / lact+
SurH: Sur SS:
1165i12Bt8 Sop*, Sb Rouge, / Lact+
SurH:
1165i12Bt9 Sop** / lact+
Sur Mc: Sur H:
1166lIL Bt4 R Sop lact+
Sur Mc:
1166IL Bt3 18R / lact+
Sur Mc:
1166ILBt2 9R / lact+
Sur Mc: Sur H:
1166ILBt1 R*, C (vailé) So, Gvn
Sur Mc:
1168IL 1Rf / lact+
SurH:
1185ILPP So*, Gvn+ Sur Mc: R++, C (voilé)
Sur Mc:
1189IL Rf / lact+
Sur Mc: Sur H:
1211IL 10 Rfg Sop lact+
Sur Mc:
1212IL RAS /
Sur Mc:
1213IL RAS /
Sur Mc:
1240ILBt1 RAS /
SurH:
1240IL Bt2 Sop* / lact+
Sur Mc: Sur H:
1240IL Bt3 Rf, CP* Sop, V
Sur Mc: Sur SS:
12411L Bt1 7Cn, Rp* Cn, rouge
Sur Mc:
12411L Bt2 Rfp** / lact+
Sur Mc:
1259 11 Bt1 Rfp** / lact+
Sur Mc: Sur H:
1259 12 Bt1 Rfp*, C(vailé) So, Ven
Sur Mc: Sur H:
1259 11 Bt2 Rpc+R+ V, Sop
Sur Mc:
1259 |2 Bt2 Rfp**, / lact+
Sur Mc: Sur H:
1259 11 Bt3 Rpc+R+ Sh, Sop Lact+
Sur Mc:
1259 |2 Bt3 12Rfp / lact+
Sur Mc:
1259 |1 Bt4 RAS /
Sur Mc:
1259 |2 Bt4 Rfp* / lact+
1259 11 Bt5 SurH: Sur SS/ lact-
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\% Cp
SurH: Sur SS/
125912 Bt5 V, Rp* rouge,Cp

SurH: Sur Mc:

1261 | Gvn, Sop* Voailé Rfg
Sur Mc:

127511 RAS /
Sur Mc: Sur H:

127512 Rpc+,R+ Sh, Sop

Annexe 15 : Illustration du caractére lactose des bactéries issues des écouvillons.

Numérodela Aspect des colonies Caracteredu
boite Aspect des colonies apresrepiquage lactose
Sur Mc:
920Bt1 f++ /
Sur Mc:
920Bt1/ Rfp+ Sur H :Sop lact +,
Sur Mc:
920Bt2 Rfp++ Sur H :Sop lact +,
Sur Mc:
920Bt3 Rfp++ / |act+,
Sur H:
920Bt5/ V+ Sur SS: Cp lact-
Sur Mc:
920Bt4/ RFp++ / |act+,
Sur Mc: Sur H:
920Bt5 Rcp+ V+ lact-
Sur H: Sur Mc:
977Bt2 Gvn+, So+ vailé Rfp
Sur H:
977Bt1 Gvn +, So+ /
Sur H:
977Bt3 Gvn Sur Mc :voilé lact-
Sur H:
977Bt4 So++ Gvn - Sur Mc :voilé
Sur H:
977Bt5 Sop++ / lact+
Sur H: Sur Mc:
1031pp Sh+ Rp lact+
Sur H:
1040pp Sop++Gvn+ /
1052Bt4RC Sur Mc:
RAS /
Sur H:
1052Bt1RC 10 Sop Sur Mc :Rfg Lact+
Sur H:
1052Bt5RC Sop+ Sur Mc :Rfg lact+
Sur H: Sur SS:
1052Bt2RC 2%, So+ Rouge / lact+
Sur H: Sur SS:
1052Bt3RC 7V +, Sop++ Cp, Rouge
1062Bt3RC Sur Mc: Sur H:
C (voilé) gluantes lact-
1062Bt1RC Sur Mc: Sur H:So lact+
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7R
Sur Mc:
1062Bt4RC Rfp+ Sur H :Sop lact+
Sur Mc:
1062Bt2RC Rfp+ / lact+
Sur Mc: Sur H:
1088PP2 C (voilé) gluantes lact-
Sur Mc:
1088PP1 Rfp+++ / lact+
Sur Mc: Sur H:
1092PP1 R- Sop lact+
Sur Mc:
1092PP2 Rfp+++ / lact+
Sur Mc: Sur H:
1130Bt1 R+ Sop lact+
Sur SS: Sur SS:
1130Bt3 V+So+ Cp, rouge lact+
Sur H: Sur Mc:
1130Bt2 Sopt++ Rfp lact+
Sur Mc: Sur H:
1138PP R+++ So lact+
Sur H: Sur Mc:
1141Bt1 GVn C (vailé lact-
Sur Mc: Sur H:
1141Bt2 Bpt \% lact-
Sur Mc: Sur H:
1141Bt6 C+, Rp+ Gvn,Sop
Sur Mc: Sur H:
1141Bt4 Rcp+, Bg++ V, Sop
Sur Mc: Sur H:
1151Bt5 R+ Sop lact+
Sur Mc:
1151Bt4 R++ / lact+
Sur Mc:
1151Bt3 R++ / lact+
Sur Mc:
1151Bt1 R+++ / lact+
Sur Mc:
1151Bt2 R+ / lact+
Sur Mc:
1161Bt4 R+ / lact+
Sur:H
1165Bt7 Sop++ Sur Mc : Rf lact+
1165Bt9 SurH : / lact+
Sop++
1165Bt10 SurH : Sur SS: lact-
\Y Cp
Sur Mc: SurH :
1166Bt4 R+++ Sop lact+
Sur Mc:
1166Bt2 R++ / lact+
Sur Mc:
1166bT3 Rfp+++ / lact+
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Sur Mc: SurH :
1166Bt1 Rp Sog lact+
Sur Mc:
1168Bt3 griset R+ / lact+
Sur Mc: SurH :
1176¢Bt5 R+ C+ So, gluantes
Sur SS:
1176¢1Bt3 RAS /
Sur Mc:
1176¢2Bt3 Rfg- / lact+
Sur Mc:
Cp-
Sur SS:
1176F01Bt1 Cp SurH : vV lact-
Sur Mc: SurH :
1176F02Bt3 RC gluantes gluantes lact-
Sur SS: SurH :
1176¢p1Bt2 C+, R+ V, Sop
Sur SS: SurH :
1176¢2Bt2 C+ R++ V, Sop
SurH :
1176¢1Bt4 Gvn- lact-
Sur SS:
1176¢2Bt4 RAS /
Sur Mc:
1176F0Bt5 Rfp+R+centre clair / lact+
Sur Mc: SurH :
11891G R- So lact+
Sur Mc: SurH :
1212PP R+ Sop Lact+
Sur Mc: SurH :
1213PP Rg Sop lact+
Sur Mc:
1240PD1 RAS /
Sur H: Sur Mc:
1240PD2 Sop+ R lact+
Sur Mc: Sur H:
1240PD3 R+ So lact+
Sur H:
Sur Mc : C(voilé)+Rp+ Gvn, Sop
Sur SS:
1241PP1 Cn (gros centre noir)
Sur Mc: Sur H:
1241PP2 Rfp++ So lact+
RAS
ABpvit8 /
Sur Mc :RAS
ABpvit9 /
Sur Mc:
ABpvit7 RAS /
Sur Mc: Sur H:
ABpvit5 3Rf Sop+ lact+
Sur Mc: Sur H:
ABpvit4 C+ Rp+ Pigment vert, Sop
Sur Mc: Sur H:
ABpvit3 Cp+ Rp Pigment vert, Sop
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Sur Mc: Sur H:

ABpvit2 Rpc \% lact-
Sur Mc: Sur H:

ABpvitl Rp+,R+,C V, So, gluantes
Sur Mc:

ABpvit6 RAS /
Sur H: Sur Mc:

ABpvIt10 Gvn+ voilé lact-
Sur H:

1259 Bt1 RAS /
Sur Mc:

1259 Bt1 RAS /
Sur H:

1259 Bt2 RAS /
Sur Mc:

1259 Bt2 RAS /
Sur H:

1259 Bt3 RAS /
Sur Mc: Sur H:

1259 Bt3 R Sop Lact+
Sur Mc: Sur H:

1259 Bt4 R+ Sop lact+
Sur Mc:

1259 Bt5 RAS /
Sur Mc:

1259 Bt5 R+ / lact+
Sur Mc:

1261PP RAS /
Sur Mc: Sur H:

1275PP1 R+ So lact+
Sur Mc: Sur H:

1275PP2 Rp++ Sop lact+

Annexe 16 : Répartition des flores intestinales, selon lavaleur du lactose.

Nombre deflores Caecale_sdes Caecalesdes Iléales des Cloacales des
Poussins adultes adultes adultes
L act- 16 5 5 12
Lact+ 53 68 52 26
Boites mélangées 25 11 24 14
Total
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Annexe 17 : Répartition des flores intestinales (selon le caractéere lactose), en fonction de la nature du milieu

ANNEXE

de culture.
Natur e des colonies Boite contenant le milieu Boite contenant le milieu
apparues sur Mc. Conkey Hektoen
e

Lact+ 27+45+35+36 27+23+16+10

=143 (91,66 %) =76 (82,60 %)
Lact- 3+0+2+8+ = 13 (8,33 %) 6+3+4+3 = 16 (17,39 %)

somme 156 (99,99) 92 (99,99)

Annexe 18 : lllustration des genres bactériens contenus dans chague boite ensemencée provenant des

prél évements caecaux des poussins

Numérodelaboite | Agedu Originedu Typede Genres bactériens
ensemencée poussin poussin production dominants
910 Cael 1J 1 PP E coli *, E. cali (IND-)
910 Cae2 1J 1 PP E coli *, E. cali (IND-)
910 Cae3 1J 1 PP E coli * *
964 CaelEC9 1)z 1 PP E coli, E. cali (IND-)
965 Caeb 3J 3 PC 1 E cali
964 CaelEC10 1J 1 PP E.coli, E. coli (IND-)*
964 Cae3EC10 1] 1 PP Pseudo *
964 Cae3EC9 1] 1 PP E coli *
965 Cael 3J 3 PC E coli *, E. cali (IND-)
965 Caed 3J 3 PC E coli *, E. cali (IND-)
975 Cae2Bt8 3] 4 PC Protéus *
975 Cae2Bt7 3J 4 PC Protéus *
975 Cae2Bt5 1] 4 PC Protéus *
975 Cae2Bt6 1] 4 PC Protéus *
975 CaelBt5 1] 4 PC Protéus *
975 CaelBt6 1] 4 PC E.cali,* *
975 CaelBt7 3] 4 PC E.cali, * *
975 CaelBt8 3J) 4 PC E.cali,* *
976 Cael EC3 1] 2 PP Protéus *
976 Cael EC2 1] 2 PP Protéus *
976 Cael EC5 1] 2 PP E coli *, Protéus
976 Cael EC4 1] 2 PP Protéus *
976 Cael EC1 1] 2 PP E coli * *
976 Cael EC7 1] 2 PP E coli * *
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976 Cael EC6 1] 2 PP E coali *, E. coli (IND-)
976 Cael EC8 1] 2 PP E cali *, E. coli (IND-)
1032 CaelEC9 1] 4 PC E. coli (IND-) * *
1032 CaelEC10 1] 4 PC E cali * *
1032 CaelEC11 1] 4 PC 3 E.cali, 7E. coli (IND-)
1032 CaelEC7 1] 4 PC /
1032 CaelECS8 i8] 4 PC E. coli (IND-) * *
1035 CaelBt8 3J 3 RC E coli * *
1035 CaelBt7 3] 3 RC E coli *
1035 CaelBt5 3J 3 RC E.coli, E.coli (H2S+)*
1035 CaelBt6 3J 3 RC E cali, E. cali (IND-)
1035 CaelBT9 3J 3 RC E coli * , Pseudo
1035 CaelBt10 3] 3 RC E. coli (IND-) *
1033 CaelBT2 2] 1 PC E coli, Shigdla
1033 CaelBt1 2] 1 PC E coli * *
1045 Cae2EC8 1] 2 PP Protéus, E.coli *
E coli, protéusmirabilis
1045 Cae2EC7 1] 2 PP *
1045 CaelEC7 1] 2 PP E coli *
1045 Cae2EC1 1] 2 PP E coli, Edwardsiella
1045 Cae2EC5 1] 2 PP E coli * *
1045 Cae2EC2 1] 2 PP E coli * *
1045 Cae2EC4 1J 2 PP 2 E cali, 8 Salmonella
1045 CaelEC4 1J 2 PP 15E coli, 30 Salmonella
1045 CaelECS8 1J 2 PP E cali, Samonella
1045 CaelEC8 1] 2 PP E cali, Pseudo,
1045 Cae2EC3 1] 2 PP E coli, Ps
1045 CaelEC2 1] 2 PP E coli * , 7Edwardsiella
1045 Cae2EC6 1] 2 PP 19 E coli, Salmonella *
1045 CaelEC5 1] 2 PP E cali, E.coli (IND-)*
1045 CaelEC1 1J 2 PP E cali *, Samonella
1049 Cael 2J 2 PP E coli * *
1049 Cae2 2] 2 PP E cali, Edwardsiella
Salmonella,
1049 Cae3 2J 2 PP Edwardsiella*
Edwardsiella*, E. coli
1049 Caeb 2J 2 PP (IND-)
1049 CaelEC3 2] 2 PP 1 E coli
1049 Caett 2] 2 PP Edwardsiella*
1053 RC Bt5 1] 5 RC E coli *
1053 RC Bt2 1] 5 RC E coli * *
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1053 RC Bt3 1] 5 RC E coli *
1053 RC Bt1 1] 5 RC E coli *
1086 CaelEC9 1] 4 PP Ps*
1086 Cae?EC10 1] 4 PP /
1086 Cae2EC9 1] 4 PP E.cali *, Pseudo
1086 CaelEC7 1] 4 PP E coli * Ps
1086 CaelEC10 1] 4 PP E cali
1086 CaelEC8 1] 4 PP E coli * *
1086 Cae?EC11 1] 4 PP E coli * *
1087 Cae3 2J 5 PC E coli
1087 Cae2 2J 5 PC E coli * *
1087 Cael 2] 5 PC E, coli * , Ps
1137 Cae3 4 NC PP Shigella *
1137 Cael 4] locale PP E coli *,/
1137 Cae2 4] locale PP E.coli (H2S+) *
1140 Cae2EC4 1] 2 PC Pseudo *
1140 CaelEC6 1] 2 PC E. coli (IND-) *
1140 CaelEC5 1] 2 PC E. coli (IND-) *
1140 Cae2EC5 1] 2 PC Edwardsiella * *
1200 Cael 4] 5 RC E cali *, Samonella
1200 Cae2 4 5 RC E coli *
1209 Caeb 1] 6 RP E coli *
1209 Caed 1) 6 RP E .coli *
1209 Caeb 1 6 RP E. coli, Pseudo
1209 Cae7 1) 6 RP E cali *
1209 Cae3 1) 6 RP E cali, Ps
1221 Cae2 EC7 1 locale PP /
1221 Cael EC7 1) locale PP /
1221 Cael EC4 1 locale PP E cali, Ps
1221 Cael EC6 1) locale PP /
1221 Cae2 EC6 1) locale PP /
1221 Cael EC2 1 locale PP /
1221 Cae2 EC2 1 locale PP E coli * *
1221 Cael EC3 1 locale PP E cali *, E. coli (IND-)
1221 Cae2 EC3 1) locale PP E coli * *
1221 Cael EC1 1) locale PP E cali *
1221 Cae2 EC1 1) locale PP E cali *
1221 Cael EC5 1J locale PP E cali, E.coli AD
1221 Cae2 EC5 1) locale PP /
1222 Bt1lotl 2J 1 PP Shigella*
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Annexe 19 : lllustration des genres bactériens contenus dans chague boite ensemencée provenant des

prél évements caecaux des poul ets adultes.

Numérodelaboite | Agedu Originedu Typede Genres bactériens
ensemencée poussin poussin production dominants
911cael 18S 2 PD E cdi *, E.cali (AD-)
911cae? 18S 2 PD E cali , E.cali (AD-)
911cae3 18S 2 PD E cdi, * E.cali (AD-)
920caeBt1l 51S 2 RP E cdi *, E.cali (AD-)
920caeBt2 51S 2 RP /
920caeBt1/ 51S 2 RP Shigella*
920caeBt4 51S 2 RP E coli * *
920caeBt2/ 51S 2 RP E cali, E.cali (AD-)
920caeBt5 51S 2 RP E cdli * *, E.coli (AD-)
961cae3 14S 1 RP E cdi *
961cae2 14S 1 RP E cali *, Pseudo
961cael 14S 1 RP E cali*
982 Cael Lot3 1s NC PP E coli * *
982 Cae? Lot3 1s NC PP E coli * *, E.cali (AD-)
982 Cae3 Lat3 1s NC PP E coli * *
982 Caed Lot3 1s NC PP E coli *,E.cali (H2S+)
98 Cael Laot4 1s NC PP E coli * *
982 Cae? Lot4 1s NC PP E coli *, Shigella
982 Cae3Lot4 1s NC PP E coli *
982 Caed Lot4 1s NC PP E coli * E.cali (AD-)
1031 PP Caeb 17S locale PD E.cali (AD-) *
1031 PP Cael 17S locale PD E cdi *
1031 PP Cae3 17S locale PD E cdli, E.cali (AD-)
1031 PP Cae2 17S locale PD E cdi, * E.cali (AD-)
1031 PP Caed 17S locale PD /
1040 PP Cae3 1S 2 PP E cali *, Salmonella
1052 RC Cae2 29S 3 RC E coli *
1052 RC Cael 29S 3 RC E coli *
1052 RC Caeb 29S 3 RC /
1052 RC Caed 29S 3 RC E coli *
1052 RC Cae3 29S 3 RC E coli *
1088 Cae2 17S locale PD E coli *
1088 Cael 17S locale PD E cali *
1092 Cael 225 locale PP E coli * *
1092 Cae2 225 locale PP E cali
1130 Cae2 Bt3 35J |locale PP E cdli *, Protéus
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1130 Cael Bt3 35J] locale PP E cdli
1130 CaelBt2 38J |locale PP E cdli, Protéus *
1130 Cae2Bt2 38J |locale PP E cdli, Shigella
1130 Cae?Bt1 42] locale PP E cdli
1130 CaelBt1 42] locale PP E cdli

1138 Cae 7MOIS locale PP E cdli *
1141 CaeBt5 125 3 RC E cdli *
1141 CaeBt1 12S 3 RC E cdli *
1141 CaeBt6 12S 3 RC E cdli *
1141 CaeBt2 125 3 RC Shigella*
1141 CaeBt3 12S 3 RC E cdli
1141 CaeBt4 12S 3 RC E.coli *,Protéus
1151 CaeBt5 55S Zana RC /, E cdi *
1151 CaeBt4 55S Zana RC E cali**
1151 CaeBt3 55S Zana RC /, E cdi* *
1151 CaeBt1 55S Zana RC E cali *-
1151 CaeBt2 55S Zana RC E cali * *
1161 CaeBt4 17S NC PP E cdli
1165 Cae2Bt7 47] 4 PC E cdli *
1165 CaelBt7 47] 4 PC Shigella*
1165 CaelBt9 51J 4 PC E cali* *

1165 CaelBt10 51J 4 PC E cali * *
1165 Cae2Bt10 51J 4 PC E coli* *
1165 CaelBt8 47] 4 PC E cdli *, Shigdla
1165 Cae?Bt8 47] 4 PC E cali * *
1165 Cae?Bt9 51J 4 PC E cali* *
1185PP Cae 17S NC PP E coli *, Edwardsiella
1189PP Cae 18S NC PP E cdli
1166 CaeBt4 31J 4 PC E cdli
1166 CaeBt3 31 4 PC E cdli, Protéus
1166 CaeBt2 37J 4 PC E cdli *
1166 CaeBtl 37J 4 PC E cdli *

1168 Cae 77 7 PD Shigela*

1211 Cae 29S 6 PP /

1212 Cae 22S NC PP /

1213 Cae 22S NC PP Shigella
1240 CaeBt1 14S BBA PP E cdli
1240 CaeBt2 14S BBA PP E cali* *
1240 CaeBt3 14S BBA PP E cdli *
1241 CaeBt1 11S 2 PD E cdli, Protéus
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1241 CaeBt2 11S 2 PD E coli * *
1259 Cael Btl 46S 3 RP E coli * *
1259 Cae2 Btl 46S 3 RP E coli * *
1259 Cael Bt2 46S 3 RP E cdli, E.cali (AD-)
1259 Cae2 Bt2 46S 3 RP E cdi *, E.coli (AD-)
1259 Cael Bt3 46S 3 RP E coli * *
1259 Cae2 Bt3 46S 3 RP /

1259 Cael Bt4 46S 3 RP E coli *
1259 Cae2 Bt4 46S 3 RP E coli *
1259 Cael BtS 46S 3 RP E coli * * Shigella
1259 Cae2 Bt5 46S 3 RP E coli *
1261 Cae 14S NC PD E coli *
1275 Cael 19S 2 PD E coli
1275 Cae2 19S PD E coli * *

Annexe 20 : lllustration des genres bactériens contenus dans chague boite ensemencée provenant des

prél évements iléaux des poul ets adultes.

Numérodelaboite |Agedu Originedu | Type de Genresbactériens
ensemenceée poussin poussin production dominants
911IL1 18S 2 PD E cadli *, Shigdla
911IL2 18S 2 PD E cadli *, Shigdla
911IL3 18S 2 PD E cali *
9201 L 2Bt2 51S 2 RP E.coli IND-) *
9201 L Bt2 51S 2 RP E.coli IND-) *
9201 L Bt1 51S 2 RP E cali *, Shigdla
920IL 2Bt1 51S 2 RP E cadli, Shigella
9201 Bt4 51S 2 RP E.coli IND-)
9201 L Bt5 51S 2 RP E cdli *, Shigdla
961IL 3 14S 1 RP E cali *,E.cali (H2S+)
96IL 2 14S 1 RP E cdli, E.coli (H2S+)
961IL1 14S 1 RP E cali * *
9821L1Lat3 1s NC PP E cdi*, E.cali (IND-)
9821L2L a3 1s NC PP E cdi*, E.cali (IND-)
9821L3Lat3 1s NC PP E coli * *
982 1L4L a3 1s NC PP E cali, E.cdi (H2S+)
982IL1La4 1s NC PP E cdi*, E.cali (IND-)
982 IL2Lotd 1s NC PP E cdi*, E.cali (IND-)
982IL3L a4 1s NC PP E coli *, Shigella
982 I1L4L a4 1s NC PP E cdi*, E.cali (IND-)
1031 PPIL4 17S locale PD E cali * *
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1031 PPIL1 17S locale PD /
1031 PPIL5 17S locale PD /
1031 PPIL3 17S locale PD E cali
1031 PPIL2 17S locale PD E.cali (IND-) *
1040PPIL3 1S 2 PP E cali *, Salmonella
1052 RCIL2 29S 3 RC E cdli, E.coli (H2S+)
1052RCIL1 29S 3 RC E cali
1052 RCIL3 29S 3 RC E cdli *, E.coli (H2S+)
1052 RCIL5 29S 3 RC E cali *
1052 RCIL4 29S 3 RC E cali *, Prateus
1088 12 17S locale PD E cali *, Shigdla
1088 11 17S..... locae PD E cadli *, Shigdlla
10921L2 22S locale PP E cali
109211 22S locale PP E cdli, E.coli (H2S+)
1130Bt3IL2 35J |locale PP E cali, Proteus
11301L1Bt2 35J locale PP pseudo *
1130IL 2Bt2 38J locale PP pseudo, E.cali (IND-)
11301L 1Bt3 38J |locale PP E coli AD *, Proteus
11301L 2Bt1 42] locale PP E cali, * E.cdi (IND-)
11301L 1Bt1 42] locale PP E cali, E.cdi (IND-) *
1138IL MOIS locale PP E cali *
11411L Bt5 12S 3 RC E cali * *
114111 Bt6 12S 3 RC E cdli, E.coli (H2S+)
11411L Bt2 12S 3 RC Shigella
114111 Bt3 12S 3 RC E cali, E.cdi (IND-)
114111 Bt4 12S 3 RC E cali *, E.cdi (IND-)
11411 Bt1 12S 3 RC E.cali (IND-) *
5F cali , 16 E.cali
11511L Bt1 55S Zana RC (H2S+) *
11511L Bt2 55S Zana RC 44F coli *
11511L Bt5 55S Zana RC /,E cali *
11511L Bt3 558 Zana RC E cdli, Shigella
11511 Bt4 55S Zana RC E cali *, Shigdla
11611 Bt4 17S NC PP E cdli
1165IL 1Bt9 47 4 PC /
1165IL 1Bt10 47 4 PC E.cali (IND-) *
11651L 2Bt10 51J 4 PC /
11651 L 2Bt7 51J 4 PC E cali * *
11651 L 1Bt7 51J 4 PC Shigella *
1165i11Bt8 47 4 PC E cali * *
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1165il2Bt8 47J 4 PC E cadli *, E.cdi (IND-)
1165il2Bt9 51) 4 PC E coli * *
11661L Bt4 31 4 PC E coli
11661L Bt3 31 4 PC 18 E cdli
11661L Bt2 37J 4 PC 9F cdli
11661LBt1 37) 4 PC E cali, Proteus
1168IL 77) 7 PD 1° cali
1185IL PP 17S NC PP E cdli *, Proteus
1189I1L 18S NC PP E coli
12111L 29S 6 PP 10 E cdli
1212I1L 22S NC PP /
1213IL 22S NC PP /
12401L Bt1 14S BBA PP /
12401L Bt2 14S BBA PP E coli *
12401L Bt3 14S BBA PP E cali, Shigella*
12411L Bt1 11S 2 PD E cdli *, Salmonella
12411L Bt2 11S 2 PD E coli * *
1259 11 Bt1 46S 3 RP E coli * *
1259 12 Bt1 46S 3 RP E coli *, Proteus
1259 11 Bt2 46S 3 RP E cali, Shigella
1259 12 Bt2 46S 3 RP E coli * *
1259 11 Bt3 46S 3 RP E cali, E.coli (IND-)
1259 12 Bt3 46S 3 RP 12 E cdli
1259 11 Bt4 46S 3 RP /
1259 12 Bt4 46S 3 RP E coli *
1259 11 Bt5 46S 3 RP Shigella
1259 12 Bt5 46S NC RP E cali *, Shigdla
1261 | 14S 2 PD E coli *, Proteus
127511 19S PD /
127512 19S PD E cali, E.cali (IND-)

Annexe 21 : lllustration des genres bactériens contenus dans chaque boite ensemencée provenant des

écouvillonnages cloacaux des poulets adultes.

Numérodelaboite Originedu | Typede

ensemencée Agedu poussin | poussin production [ Genresbactériens
920Bt1 51S 2 RP /
920Bt1/ 51S 2 RP E cali *
920Bt2 51S 2 RP E coli **
920Bt3 51S 2 RP E cali *
920Bt5/ 51S 2 RP E. coli (IND-) *
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920Bt4/ 51S 2 RP E coli * *
920Bt5 51S RP Shigella*
977Bt2 6S NC PP E cali, protéus
977Bt1 6S NC PP E cali, protéus
977Bt3 6S NC PP protéus
977Bt4 6S NC PP E cali **, protéus
977Bt5 6S NC PP E coli **
1031pp 17S locae PD E. cali (IND-) *
1040pp 1S 2 PP E cali*, protéus
1052 RC Bt4 29S 3 RC /
1052 RC Bt1 29S 3 RC E coli
1052 RC Bt5 29S 3 RC E coli *
1052Bt2RC 29S 3 RC 2E. cdli (IND-) , E cdli *
1052Bt3RC 29S 3 RC E,cali *, Shigdla
1062Bt3RC 58S NC RP Ps
1062Bt1RC 58S NC RP E coli
1062Bt4RC 58S NC RP E coli *
1062Bt2RC 58S NC RP E coli *
1088PP2 17S locale PD Ps
1088PP1 17S locae PD E coli * *
1092PP1 22S locae PP E coli
1092PP2 22S locale PP E coli * *
1130Bt1 42] locae PP E coli *
1130Bt3 37J locale PP E cadli, Shigella
1130Bt2 38J locae PP E coli * *
1138PP 7mois locale PP E coli * *
1141Bt1 12S 3 RC protéus
1141Bt2 12S 3 RC Shigella*
1141Bt6 12S 3 RC E cali, protéus
1141Bt4 12S 3 RC E cadli, Shigella*
1151Bt5 55S Zana RC E coli *
1151Bt4 55S Zana RC E coli *
1151Bt3 55S Zana RC E coli *
1151Bt1 55S Zana RC E coli * *
1151Bt2 55S Zana RC E coli *
1161Bt4 17S NC PP E coli *
1165Bt7 47] 4 PC E coli * *
1165Bt9 47] 4 PC Ecai **
1165Bt10 51J 4 PC Shigella
1166Bt4 31J 4 PC E coli * *
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1166Bt2 37J PC E coli * *
1166Bt3 31J PC E coli * *
1166Bt1 37J PC E coli
1168Bt3 77 NC PD /, E cdi
1176¢Bt5 44] locae RP E cali, Ps
1176¢1Bt3 44] locae RP /
1176¢2Bt3 44] locae RP E coli
1176F01Bt1 44 locale RP Shigella
1176F02Bt3 44 locale RP Ps*
1176¢1Bt2 44) locale RP E cadli, Shigella
1176¢2Bt2 44] locale RP E cali *, Shigdla
1176¢1Bt4 44) locade RP Protéus
1176¢2Bt4 44] locae RP /
117610Bt5 44) locale RP Ecoli, Ecali (H2S+, UREE+)
11891G 18S NC PP E cdli
1212PP 22S NC PP E cali *
1213PP 22S NC PP E cadli
1240PD1 14S BBA PP /
1240PD2 14S BBA PP E coli *
1240PD3 14S BBA PP E cdli *
1241PP1 11S 2 PD E cali, protéus
1241PP2 11S 2 PD E cali *
Abpvit8 2mois NC PC /
Abpvit9 2mois NC PC /
Abpvit7 2mois NC PC /
Abpvits 2mois NC PC E cali
Abpvit4 2mois NC PC E coli,* Ps
Abpvit3 2mois NC PC E cdi *, Ps
Abpvit2 2mois NC PC Shigdla
Abpvitl 2mois NC PC Ps, E cadli, Shigella
Abpvit6 2mois NC PC /
Abpvlt10 2mois NC PC protéus *
1259 Bt1 46S 3 RP /
1259 Btl 46S 3 RP /
1259 Bt2 46S 3 RP /
1259 Bt2 46S 3 RP /
1259 Bt3 46S 3 RP /
1259 Bt3 46S 3 RP /
1259 Bt4 46S 3 RP E cdli
1259 Bt4 46S 3 RP E cdli *
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1259 Bt5 46S RP /
1259 Bt5 46S RP E cali *
1261PP 14S NC PD /
1275PP1 19S PD E cali *
1275PP2 19S PD E cali *

EC : éclosoir - Bt : batiment - Cae: caecum—IL :iléon -.1: couvoir localel.
2:locale2. 3: Etrangére 4: locale 3. 5: locale 4. 6 : Etrangere. 7 : Etrangere.

NC : Non connue.

Annexe 22 : Pourcentage de flores contenant les genres et Bbactérien isolés provenant des prél évements

caecauy, iléaux, et cloacaux.

Type de préévement
Pour centage Caecumdes | Caecum des [lion Cloague des movenne
Desflores Poussins adultes desadultes adultes o
E.cali (101)79,52 % (84) (99)81,14% | (64) 23,02% 87 %
Shigella 3) 2,36 % 9) (15) 12,29 % (6) 2,15 % 6,7%
Protéus 10) 7,87 % 5) (6) 4,91 % (8) 2,87 % 5,16 %
Salmonella 6) 4,72 % 1) (2) 1,63 % 0 1,83 %
Edwardsiella 7) 5,51 % 1) 0 % 0 % 1,62 %
99,98 % 99,99 %
total 99,98 % (127) | 100 % (100) (122) (278)

Annexe 23 : Pourcentage des flores contenant les genres bactériens apparus en dominance provenant des

différents types de prél évements.

Type de préévement
Pour centage desflores Caecum iléon cloaque moyenne
E.cdi* 64,28 % 54,32 % 55,40 % 58 %
Shigella* 2,38% 1,23 % 4,05 % 2.55%
Protéus* 1,190 % 0% 0% 0,39 %
Aucun genre ne domine 32,14 % 44,44 % 40,54 % 39,04 %
total 99,99 % 99,99 % 99,99 %
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Annexe 24 : Pourcentage des flores contenant les genres bactériens gpparus en dominance provenant des

prél évements caecaux, en fonction de I’ age du poulet. (les chiffres entre parentheses représentent |e nombre de

flores).
Agedel’animal
29
nombre De flores ljour (72) 2j, 8s(57) 11s,225(32) | semaine et plus (24)
E.coli* (37) 51,38 % (36) 63,15 % 59,37 %(19) 87,5% (21)
Shigella* 0 (3) 5,26 % 6,25 % (2) 416 % (1)
Protéus® (7) 9,72% (3) 5,26 % 0 0
Aucun desgenres nedomine | (28) 38,88 % (15) 26,31 % | 34,37 % (11) 8,33% (2)
Total 99,98 % 99,98 % 99,99 % 99,99 %

Annexe 25 : Pourcentage des flores contenant les genres bactériens apparus en dominance provenant des

prél évements iléaux, en fonction de |’ age du poulet.

Agedel’animal
29
Pour centage Deflores (1s, 89) (11s, 229) semaine et plus

25 29 27

E.coli* (15) 60% | (17) 58,62 % (17) 62,96 %
Shigella* (1) 4% (1) 344% 0
Protéus* 0 0 0

Aucun des genres nedomine (9) 36% (11) 37,93 % (10) 37,03 %

Total 100 99,99 % 99,99 %

Annexe 26 : Pourcentage des flores contenant les genres bactériens gpparus en dominance provenant des

prél évements cloacaux, en fonction de I’ age du poulet.

Agedel’animal
29
Pour centage Desflores (1s, 89) (25) | (11s, 229) (25) semaine et plus (24)
E.cdi* (10) 40 % (12) 48 % (18) 75 %
Shigella* 0 3) 12% (1) 4,16 %
Protéus* 0 1) 4% 0
Aucun des genresnedomine | (15) 60 % (9) 36 % (5) 20,83 %
Total 100 % 100 %

Annexe 27 : Répartition des flores caeca es des poussins et poulets adultes d’origine localel, contenant les

genres bactériens isolés en dominance

Pour centage desflores Caecum des poussins Caecum des poulets
E.coli* 4375% (14) 61,53 % (8)
Shigella* 0% 7,69% (1)
Protéus* 9,37 % (3) 0% (0)
Aucun genre nedomine 46,87 % (15) 30,76 % (4)
total 99,99 (32) 99,98  (13)
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Annexe 28 : Répartition des flores caecales des poussins et poulets adultes d' origine étrangére contenant les

genres bactériens isolés en dominance

Pour centage desflores

Caecum des poussins

Caecum des poulets

total

E.coli* 55,55 % (5) 84,21 % (16)
Shigella* 0% 5,26 % (1)
Protéus* 0% 0%

Aucun genre nedomine 44,44 % (4) 1052% (2)
99,99 % (19)

99,99 % (9)

Annexe 29 : Répartition des flores caecales des poussins et poulets adultes d’ origine locale2 contenant les

genres bactériens isolés en dominance

Pour centage desflores

Caecum des poussins

Caecum des poulets

E.coli* 72,22 % (13) 83,33 % (10)
Shigella* 0% 0%
Protéus* 27,77% (5) 0%

Aucun genre nedomine 0% 16,66 % (2)
total 99,99 % (18) 99,99 % (12)

Annexe 30 : Répartition des flores caecales des poussins et poulets adultes d’ origine locale3 contenant les

genres bactériens isolés en dominance

Pour centage desflores

Caecum des poussins

Caecum des poulets

E.cali* 77,77 % (7) 53,33 % (8)
Shigella* 0% 0%
Protéus* 0% 6,66 % (1)

Aucun genr e ne domine 22,22 % (2) 40 % (6)
99,99 % (15)

total

99,99 % (9)

Annexe 31: Répartition selon |e type de production,

des genres isolés en dominance des flores caecal es des

poussins.
Type de production

nombre Deflores PP PC RC RP
E.coli* 50,81% (31) 75% (18) 50 % (6) 60 % (3)

Shigdlla* 3.27% (2 0 % 0 % 0 %

Pratéus* 3,27% (2) 20,83 % (5) 0 % 0 %
Aucun des genres nedomine 42,62 % (26) 416% (1) 50 % (6) 40 % (2)
Total 99,97 % (61) 99,99 % (24) | 100 % (12) 100 % (5)
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Annexe 32 : Répartition selon letype de production, des genresisolés en dominance des flores intestinales

des poulets adultes.

Typede production

Pour centage desflores PP PC RC RP PD
E.coli* 53,57 % (30) 58,33% (21) | 62,22% (28) | 72 % (36) | 57,77 % (26)
Shigella* 1,78 % (1) 5,55 % (2) 6,66 % (3) 2% (1) 2,22% (1)
Protéus* 1,78 % (1) 2,77% (1) 0% 0% 0%
Aucun genrenedomine | 42,85 % (24) 33,33%(12) | 31,11%(14) | 26 % (13) 40 % (18)
total 99,98 % (56) 99,98 % (36) | 99,99 % (45) | 100 (50) 99,99 % (45)

XXXV




RESUME

L’ étude expérimentale a porté sur 223 poulets issus de différentes unités d’' élevage de I Est
Algérien (poulet de chair, poule pondeuse, reproductrices chair et ponte) ils sont &gés de 1 jour a
7 mois et ne présentent aucun symptdéme clinique. A I'autopsie, Le choix des sites de
préévement s est fixé en fonction de I’ anatomie topographique de I’ intestin des oiseaux, et de la
répartition des entérobactéries au niveau de ce tractus digestif. 1| comprend les portions
suivantes : 220 cm delavalvuleiléo caecale, les caecums, et le cloaque.

Dans la premiére étape nous avons étudié la répartition des flores intestinales selon le
caractere Lactose et identifié les différents genres entérobactériens isolés, selon les caracteres
culturaux et biochimiques, les différents genres isolés sont: Eschérichia (E.coli), Shigella
Protéus, Salmonella, Yersinia, Edwardsiella, et Pseudomonas. Nous avons enregistré |’ apparition
de nouveaux caractéres, surtout I'H2S+. Ensuite nous avons illustré les résultats dans des
tableaux sur les quels il a éé mentionné, I'4ge de I'animal, origine du poussin, type de
production et genre bactérien isolé. Nous avons étudié la répartition des genres identifiés, dans
les différentes flores intestinales: flores caecales des poussins, flores caecales, iléales et
cloacales des poulets adultes. Les résultats ont révélé la dominance de I’ espéce E.coli (81,498 %
de flores) par rapport aux genres Shigella, Salmonella, Protéus et Edwardsidlla pour (18,501 %
de flores), cependant, dans la classe des pathogénes, les Shigella ont tenu le premier rang avec un
pourcentage total de (7,728 %) et une préférence pour I'iléon des poulets adultes. Ensuite sont
venues les Salmonelles avec un pourcentage total de 2,107 % ,signalant que ses Salmonelles sont
apparues plus chez les poussins, d’'aord par transmission verticale, poules auss contaminées
(mais pourcentage plus bas), ensuite par transmission horizontale poussin- poussin.

Dans la deuxiéme étape, nous avons éudié la répartition des genres isolés en dominance
danslesfloresintestinales, selon : Le type de prééevement, I'&ge, I’ origine del’animal, et le type
de production,

Le portage du genre Pseudomonas a été évalué dans les flores intestinales des poussins
avec un pourcentage de 11,70 % chez les poussins et 9,25 % chez les poulets adultes.

En finalité nous avons apporté nos conclusions sur I'éat d’'équilibre de la microflore
intestinale des animaux d apparence clinique saine et dont le diagnostic nécroscopique est
négatif.

Mots clés : flore intestinale — Entérobactéries- identification biochimique



SUMMARY

The experimental study was about 223 chickens descended of different production units of

the East Algerian, they are aged from 1 day to 7 months and don't present any clinical symptom.
To the autopsy, the choice of the withdrawal sites set according to the topographic anatomy of
the intestine of the birds, and of the distribution of the enterobacteria to the level of this
alimentary tract. it understands the following portions : to 20 cm of the valve iléo caecal, the
caeca, and the cesspool.
In the first step we studied the distribution of the intestinal flora according to the character
Lactose, and identified the different entérobactérien kinds isolated, according to the biochemical
characters, the different kinds isolated are: Escherichia (E.coli), Shigella, Protéus, Salmonella,
Yersinia, Edwardsiella, Pseudomonas and. We recorded the apparition of new characters,
especially the H2S+, then we illustrated the results in pictures on the what it has been mentioned,
the age of the animal, origin of the chick, type of production and isolated bacterial kind. We
studied the distribution of the identified kinds, in the different intestinal flora: caecal flora of the
chicks, caecal, iléal and cesspool flora of the adult chickens. The results revealed the dominance
of the E.coli kind (81,498% of floras) in relation to the Shigella kinds, Salmondla, Protéus and
Edwardsiella for (18,501% of floras), however, in the class of the pathogenic, the Shigella held
the first rank with a total percentage of (7,728%) and a preference for the ileum of the adult
chickens. Follows came the Salmonella with a total percentage of 2,107%, signalling that its
Salmonella appeared more among the chicks, first by vertical transmisson, hens as contaminated
(but lower percentage), then by transmission horizontal chick - chick.

In the second step, we studied the distribution of the kinds isolated in dominance in the
intestinal floras, according to : The type of withdrawal, age, the origin of the animal, and the type
of production,

The portage of the Pseudomonas kind has been valued in the intestinal floras of the chicks
with a percentage of 11, 70% at the chicks and 9, 25% at the adult chickens.

In finality we brought our findings on the state of balance of the intestinal micro flora of

the healthy clinical appearance animals and whose nécroscopic diagnosisis negative.

Key words: Intestina flora -Enterobacteria— biochemical identification



