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Abstract

Enterococci often considered as components of the intestinal flora of humans and
animals have received in recent years’ considerable attention in medical bacteriology
because of their growing role in nosocomial infections. But, paradoxically, these bacteria have
contributed for centuries in food processing, and are considered as lactic acid bacteria.
Enterococci isolated from camel milk (Camelus dromedarius) have never been subject to a
comprehensive study, which characterizes their technological and sanitary aspects. This led
us to adopt as an essential objective the study of the enterococci of camel's milk.

A total of 123 isolates of enterococci were isolated from camel milk taken from
various sites in south-western of Algeria, specifically from the region of Bechar.

The results of the identification by API 20 STREP allowed us to group the isolates into
seven species: £ faeciurm 63,4 % (n=78), E. galliranum 14,6 % (n=18), E faecalis 11,4 %
(n=14), E aviunm 5,7 % (n=7), Aerococcus viridans 2,41 % (n=3), Streptococcus uberis 1,6
% (n=2), L. /actis ssp lactis 0,8 % (n=1). A second molecular method (ERIC-PCR] was used
to identify these isolates genotypically, by this method we could distinguish three distinct
phylogenetic groups. Two of which are well identified as £ faecium (52 isolates) and £ faecalis
(22 isolates), and the third group which is very heterogeneous Enterococcus spp requires
in-depth analysis.

Technological characterization of the isolates showed that 61% of the selected
isolates had interesting technological performances, while 54.5% of these isolates contain
at least one virulence or resistance factor.

The phenotypic analysis of antibiotic resistance yielded 8%, 5%, 4%, 4%, 3%, 2%, 2%
for penicillin, ampicillin, erythromycin, vancomycin, Tetracycline, gentamicin, and rifampicin,
respectively. Even though these rates are very low, it still raises a question about the origin
of this resistance. There were six multidrug-resistant isolates for more than two antibiotics.
This finding was then verified by genotypic analysis using multiplex PCR. The vanA, vanb, and
vanCB2-vanC3 genes were detected in 8, 7, and 12 of the 33 selected enterococci isolates,
respectively. None of the isolates contained the vanC7 gene.

The search for virulence factors resulted in 17 [65.4%)] isolates from the selected
isolates possessing at least one virulence factor. It also appears that the genetic determinant
of virulence asa 7 with a frequency of 46% is the predominant factor among the five factors
studied, followed by gelE (42.3%), then hy/(30.8%), esp (15.4%]), and at a lower frequency
cyliA (7.7 %).

Finally, camel milk enterococci show a certain diversity in their technological and
sanitary characteristics, fortunately these traits depend on the strain and not on the species.
Nevertheless, vigilance and surveillance of antibiotic resistance are necessary, even if the
resistance is not significant, as it has been shown that enterococci have an extraordinary
ability to adapt and exchange genetic material by horizontal and vertical transfer.

Keywords : Enterococci., Camel milk., Antibiotic resistance., Virulence., Algeria.



Reésumé

Les entérocoques souvent considérés comme des composants de la flore intestinale
des humains et des animaux ont recu ces derniéres années une attention considérable dans
la bactériologie médicale en raison de leur réle croissant dans les infections nosocomiales.
Mais, paradoxalement, ces bactéries ont contribué depuis des siecles a la transformation
des aliments, et sont considérées comme des bactéries lactiques. Les entérocoques isolés
du lait de chamelle (Camelus dromedarius) n’ont jamais été sujets d'une étude approfondie,
qui les caractérise du point de vue technologique et sanitaire. Ce qui nous a conduits a
adopter comme objectif essentiel I'étude des entérocoques de lait de chamelle.

Un total de 123 isolats d’'entérocoques a ete isolé a partir de lait de chamelle préleve
de difféerents sites dans le Sud-Ouest algérien, précisément la région de Bechar.

Les résultats de l'identification par APl 20 STREP nous ont permis de regrouper les
isolats en sept especes a savoir : £ faecium 63,4 % (n=78), £ galliranum 14,6 % (n=18), £
faecalis 11,4 % (n=14), E avum 5,7 % (n=7), Aerococcus viridans 2,41 % (n=3),
Streptococcus uberis 1,6 % (n=2), L. lactis ssp lactis 0,8 % (n=1). Une deuxieme méthode
moléculaire (ERIC-PCR]) a éte exploitée pour identifier génotypiquement ces isolats, par cette
meéthode nous avons pu distinguer trois groupes phylogénétiques distincts. Dont deux sont
bien identifies en tant que £ faecium (52 isolats) et £ faecalis (22 isolats), et le troisieme
groupe Enterococcus spp trés hétérogene, nécessite des analyses approfondies.

La caractérisation technologique des isolats a montré que 61 % des isolats
sélectionnés avaient des performances technologiques intéressantes, tandis que 54,5 % de
ces isolats contiennent au moins un facteur de virulence ou de résistance.

L’'analyse phénotypique de la résistance aux antibiotiques a donné les taux suivants :
8 %, 5%, 4 %, 4 %, 3 %, 2 %, 2 % pour la pénicilline, 'ampicilline, I'érythromycine, la
vancomycine, la tétracycline, la gentamicine, et la rifampicine respectivement. En dépit que
ces taux soient tres faibles, mais ca pose toujours une question sur l'origine de cette
resistance. Comme on a observe la présence de six isolats multirésistantes a plus de deux
antibiotiques. Cette constatation a été ensuite verifiee par une analyse génotypique en
utilisant une PCR multiplex. Les genes vanA, vanB, et vanC2-vanC3 ont été deétectes
respectivement dans 8, 7, et 12 des 33 isolats d'entérocoques sélectionnés. Aucun des
isolats ne contenait le gene vanC'7.

La recherche des facteurs de virulence a abouti a ce que 17 (65,4 %] isolats parmi
les isolats sélectionnés possedent au moins un facteur de virulence. Il semble aussi que le
déterminant génétique de virulence asa? avec une fréquence de 46 % soit le facteur
predominant parmi les cing facteurs etudiés., suivi par le facteur gelE(42,3 %), puis Ay/(30,8
%), esp (15,4 %), et d'une moindre fréquence cylA (7,7 %].

Enfin, les entérocoques de lait de chamelle présentent une certaine diversité dans
leurs caractéristiques technologiques et sanitaires, heureusement ces traits dépendent de
la souche et pas de I'espece. Néanmoins, une vigilance et une surveillance de la résistance
aux antibiotiques sont nécessaires, méme si la résistance n’est pas significative, car il a eté
prouvé que les entérocoques ont une capacité extraordinaire a s’adapter et échanger du
materiel génétique par transfert horizontal et vertical.

Mots clés: Entérocoques, Lait de chamelle, Antibiorésistance, Virulence, Algérie.
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Introduction générale

"Anas dit :« O Messager d’Allah ! Donne-nous un abri et de la nourriture. Le temps
de Médine ne nous convient pas. Il les envoya a Al-Harra avec quelques-unes de ses
chamelles et dit : « Buvez de leur lait » ... (Sahih Albukhari ; Hadith n°233)

Depuis longtemps, le lait de chamelle était I'un des principaux aliments disponibles
dans les regions arides et semi-arides ou il couvre une part substantielle des besoins
nutritionnels quantitatifs et qualitatifs. Les populations indigenes ont longtemps, cru que le
lait de chamelle est salubre et a méme des vertus thérapeutiques. Cette observation
empirigue a été scientifiquement prouvée en démontrant l'activité antimicrobienne plus
forte du lait de chamelle par rapport au lait d'autres femelles d’especes animales et sa
capacité a inhiber les agents pathogénes Gram positifs et Gram négatifs préoccupants la
sécurité alimentaire (Barbour & al., 1984). Le lait de chamelle est consommeé en tant que
lait frais ou fermenté, ce produit a été longtemps ignoré et sous-estimé, et il n'a pas eu sa
part de chance dans la recherche scientifique, quand en le comparant avec le lait de vache
qui a éte largement étudié. Les recherches menées jusqu'a présent sur le lait de chamelle
ne couvrent pas tous les aspects, des études réalisées entre 1997 et 2009 se sont
principalement concentrees sur la composition, les caractéristiques et les fonctionnalites
du lait de chamelle (Al haj & Al Kanhal, 2010).

Néanmoins, les données sur la diversité microbienne du lait de chamelle restent
insuffisantes. Le choix des entérocoques pour cette etude a été établi en fonction de leur
capacité a résister a des conditions hostiles telles que le séchage, le stress thermique et
lirradiation UV qui prévalent dans les régions ou les échantillons de lait de chamelle seront

prélevés.

L’'omniprésence des entérocoques dans la nature, et leur aptitude exceptionnelle a
reésister ou a se développer dans des environnements extraenteriqgues hostiles leur
permettent de coloniser diverses niches ecologiques. Ce sont des bactéries commensales
de la flore digestive sous-dominante et constituent une proportion importante des
bactéries autochtones associées au tractus gastro-intestinal des mammiferes. lls se
produisent également dans le sol, les eaux de surface, et sur les plantes et legumes. Chez
'homme, les entérocoques sont responsables d'infections similaires telles que des
bactériemies opportunistes, des endocardites, des infections du tractus urinaire et des
plaies chirurgicales, en particulier chez les patients immunodéprimés. Le séquencage des

génomes d'E. faecalis et E. faeciurn a révélé la présence des facteurs de virulence et de

/l
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I'ADN exogene pouvant apporter une explication sur la facon dont ces bactéries ont fait la

transition de commensaux aux pathogenes nosocomiaux.

En revanche, ces microorganismes sont considerés depuis des siecles comme des
bactéries lactiques utilisees dans la transformation des aliments. lls peuvent alors
coloniser les aliments crus et se multiplier dans ces matériaux pendant la fermentation en
raison de leur capacité a survivre dans des conditions environnementales défavorables
telles que le pH extréme, les températures et la salinité. lls peuvent étre utilises comme
starter ou adjuvant ainsi que des cultures de bio-préservation dans l'industrie laitiere. Les
entérocoques ont également été utiisés comme probiotiques en raison de leurs
possibilites de promouvoir la santé. Actuellement, tres peu d'entérocoques isolés a partir
de produits laitiers portent des facteurs de virulence potentiels et peuvent présenter des
caracteres pathogenes. En outre, le nombre des entérocoques résistants aux antibiotiques
a augmenté au cours de la derniere décennie. Heureusement, ces caracteristiques

inquiétantes dependent de la souche.

Pour ces raisons, la sélection des souches entérocoques d'un intérét dans
lindustrie alimentaire devrait étre basée sur l'absence de toute possibilité de propriétés
pathogénes ou de genes transférables de résistance aux antibiotiques ou de virulence. La
surveillance par les techniques modernes d'analyse ainsi que la connaissance a jour de ces
souches et de leurs propriétés aideront le transformateur et le consommateur a accepter

des entérocoques dans leurs aliments.

L'emploi des entérocoques dans lindustrie alimentaire est de plus en plus
controverse. lls sont impligués dans la fermentation de nombreux aliments, les
entérocoques sont capables de produire diverses molécules antimicrobiennes (acide
lactique, bactériocine ou encore peroxyde d’hydrogene). Ces propriétés les rendent
indispensables a l'industrie agroalimentaire, ils doivent étre minutieusement caractérisés

et faire I'objet d'études préalables pour démontrer leur innocuité.

Eu égard a cet état des lieux, nous nous sommes propose de réaliser une étude qui
vise en premier lieu a avoir une meilleure connaissance du lait issu de populations de
dromadaires implantés dans le Sud-Ouest algérien, précisément la région de Bechar. En
second lieu, on a jugé nécessaire de faire une caractérisation des entérocoques, tant sur le
plan technologique, que le plan sanitaire. Cette étude comprend les objectifs spécifiques

suivants :

a) Une analyse physicochimique et microbiologique du lait de chamelle prélevé dans la

réegion de Bechar.




b)

Introduction

Isolement et identification des entérocoques isolés de lait de chamelle, en utilisant
des méthodes phénotypique et moléculaire.

Etude des aptitudes technologiques des entérocoques isolés du lait de chamelle, et
réaliser un discriminatoire pour €lire les souches performantes.

Caracteriser la résistance aux antibiotiques phénotypique et génotypique des
entérocoques, en recherchant les genes de résistance a la vancomycine.

Détecter la présence des genes de virulence asa’, gelE, cylA, esp, hyl chez les
isolats entérocoques, et déterminer la relation entre ces facteurs de virulence et la

résistance aux antibiotiques.
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I.1. Taxonomie et évolution du dromadaire

Le dromadaire ou le chameau a une seule bosse (Camelus dromedarius) est I'une
des deux especes du genre Camelus. Le mot dromadaire est un nom emprunté au latin
tardif dromedarius, du grec ancien dromados, genitif de dromas, qui signifie « qui court ».
L'autre est le chameau Bactriane ou le chameau a deux bosses (Camelus bactrianus
ferus), ce nom leur a été donné par référence a la région de "Baktriane" située au nord de
I'Afghanistan, ou cette espece é€tait initialement implantée. Ces deux especes sont
particulierement adaptées aux zones arides et désertiques : le chameau dans les
montagnes asiatiques, le dromadaire dans les déserts chauds d'Afrique et d'Arabie
(Lhoste, 1993).

L'un des principaux problemes historigues qui aient été poses au sujet du
dromadaire africain reste celui de son apparition et de son expansion a tout le nord du
continent. Entre les restes fossiles qui remonte au Pléistocene moyen d'un chameau a
deux bosses qui a été découvert en 1887 et en 1955 dans un gisement acheuléen dans
une sabliere du Sud oranais a Ternifine [Tighennif] wilaya de Mascara. Ce chameau fossilise
datant de quelgues millions d'années a été defini par Pomel (1893) et lui donna le nom de
Camelus Thomasii. Cette espece, nettement plus grande que le Camelus dromedarius, va
perdurer jusqu’au Pléistocene final, sans étre jamais abondante. On I'a reconnue dans les
gisements moustériens ou atériens du Puits des Chaachas (au sud de Tébessa), a El
Guettar (région de Gafsa, Tunisie), a Kifan Bel Ghomari (Taza, Maroc) et sur le littoral
algérien. A 'Holocene cette espece aurait été remplacée par le Camelus dromedarius. Et |a
présence recente (moins de 2 000 ans) du dromadaire au Maghreb et au Sahara se
situait un hiatus que seules la paléontologie, la préhistoire pouvaient combler en expliquant
la présence dans le méme site de deux especes du méme genre, |'une disparue, l'autre

actuelle.

Curasson (1947), Epstein (1971) et Lhote (1987) rapportent que le dromadaire
avait eté introduit en Afrique du Nord (Egypte] a partir du sud-ouest de I'Asie (péninsule
arabe et perse). Mais Cauvet (1925) pense que le dromadaire aurait bien pu avoir été
domestiqué par les peuples d'Afrigue en méme temps que ceux d'Asie en temoignent les
ossements fossiles de dromadaires trouvés en Afrique du Nord en méme temps que les
objets domestiques en pierre taillée de I'époque paléolithique. En effet ces ossements
appartiennent aux dromadaires des races africaines dont le squelette et surtout la
dentition sont tres différents des races asiatiques venues probablement avec les

conquétes arabes a partir du Xle siecle (Alou, 1985).
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Tableau 1 : Classification zoologique du dromadaire [Kadim & al., 2013).

Taxonomie
Regne Animal
Embranchement | Vertébrés
Classe Mammifere
Sous classe Placentaires
Ordre Artiodactyles
Sous ordre Tylopodes
Famille Camélidés
Genre Camelus
Espece C. dromedarius

Les chameaux, les lamas, et les Vigognes sont trois genres constituants la famille
des camélidés. Les camélidés sont des mammiferes vertébrés ongulés appartenant a
'ordre des artiodactyles sous-ordre des tylopodes. Ce sont la seule famille dans ce sous-
ordre. Par consequent, en depit d'étre des animaux ruminants, les cameélidés ne figurent

pas dans l'ordre des ruminants (Kadim et al., 2013).
l.2 Répartition géographique et effective camelin
a) Répartition mondiale

Il est difficile de déterminer exactement le nombre de chameaux dans le monde.
Tout d'abord, cela est parce qu'il est principalement un animal des populations nomades
qui se déplacent fréequemment. Deuxiemement, parce que les chameaux ne sont
géneralement pas soumis a la vaccination obligatoire. Ainsi, un recensement exhaustif pour
les chameaux est assez difficile. Officiellement, le nombre total des chameaux dans le
monde est d'environ 27 millions de tétes. La grande majorité de cette population (84%)
sont des dromadaires (Camelus dromedarius). Le reste (6%) sont des chameaux a deux
bosses (Camelus bactrianus) peuplant les régions froides de I'Asie (FAOstat, 201 3] (figure
18&2)

Le dromadaire est, de tous les animaux domestiques, le mieux adapté aux régions
chaudes, a climat désertique et subdésertique. Dans ces regions, son aire de distribution
s'étend sur environ 20 millions de kilometres carrés en Afrique au niveau des zones
tropicales et subtropicales, des régions arides et semi-arides du nord de I'Afrique et
jusqu’au sud-ouest de I'Asie (Cauvet, 1925 ; Hoste & Peyre de Fabregues, 1984). Le

dénominateur commun des climats de son aire de dispersion semble étre la tres
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importante variabilité interannuelle de la faible pluviométrie, la longueur et la siccité
extréme de la saison seche et Iimportante amplitude thermique, tant nycthémérale que

saisonniéere (Peyre de Fabregues, 1989).

Mombre de tétes de chameaux
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Figure 1 : Répartition mondiale de I'effectif camelin [FAOstat, 2013)
b) Répartition du dromadaire en Algérie

Le dromadaire est présent dans 17 Wilayas (8 sahariennes et 9 steppiques).

L'effectif camelin algérien a été estimé par la FAO stat a 345000 tétes jusqu’'a I'année

eme eme

2013, ce chiffre situe tout de méme I'Algérie au 14°™ rang mondial et au 6" rang du
monde arabe. Le cheptel camelin est réparti sur trois principales zones d'élevage : le sud-
est, le sud-ouest et I'extréme sud avec respectivement 52%, 18% et 30% de ['effectif total

(voir figure 3). (Abdelguerfi & Ramdane, 2003 ; FAOstat, 2013)
1.3 Importance socioéconomique du dromadaire

Le dromadaire est un animal polyvalent, car il fournit des ressources alimentaires
appreciables par sa viande, sa graisse, son lait. Son urine sert au traitement de certaines
maladies. Sa peau, sa laine, ses excréments sont également utiles aux populations
nomades (Lhote, 1987 ; Diallo, 1989). Mais son emploi essentiel est de servir de
monture (selle] de tracter des charrues plus particulierement sur les terrains sablonneux
sa force est aussi mise a profit pour puiser I'eau des puits, et pour le bat (Diallo, 1989).
Aucun autre animal domestique n'est en mesure de fournir autant de services variables

que le dromadaire aux étres humains.
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Figure 2 : Aire de dispersion du genre Camelus, la couleur foncée indique une grande

population cameline (carte modifiée et adaptée] (FAO, 2009).
1.3.1 Le lait de chamelle

Les dromadaires, contrairement aux autres animaux sont capable dans des
conditions de sécheresse extréme et en manque de paturage de produire du lait durant
'année et en grandes quantités (Ellouze & Kamoun, 1989)]. La contribution de la chamelle
a la production laitiere mondiale est assez limitee (Faye, 2003). Selon les estimations de la
FAQO stat en 2013, la production mondiale de lait camelin n'est pas moins de 2.93 millions
de tonnes, alors que la production mondiale du lait de chamelle disponible pour la
consommation humaine a été évaluée a 1,3 million de tonnes, soit 500 fois moins que celle
du lait de vache. Contrairement a la consommation de viande, celle du lait et de ses dérivés
est beaucoup plus répandue et représente la ressource alimentaire la plus importante
pour les societés pastorales nomades. En milieu pastoral, le lait de chamelle est tres prise
a l'etat frais. Il est aussi transforme en lait fermente, car I'obtention de beurre ou de

fromage est tres difficile.

En Algérie, la production du lait de chamelle a occupé 0.5% de la production laitiere
totale durant la période allant de I'an 2000 a 2005 (Senoussi, 2011). D'apres les
estimations de la FAQ stat en 2013, la production annuelle du lait de chamelle en Algérie

eme

etait de 15000 tonnes (chiffre non officiel], ce qui classe I'Algérie au 13°™ rang mondial
des pays producteurs. Néanmoins le potentiel de la production laitiere cameline était
toujours sous-estimé et insuffisamment exploité. Cette filiere de lait de chamelle en Algérie

semble du moins la plus négligée. La valorisation du lait de chamelle pourra servir de levier
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pour la lutte contre la pauvreté et la seécurisation des revenus des pasteurs et

agropasteurs camelins.

ESPAGNIE
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SUD-EST 52%

SUD-OUEST  18%

EXTREME-SUD 30%

Figure 3 : Répartition du dromadaire en Algérie (carte adaptée et modifiée a partir de d-

maps.com et selon les données de Ben Aissa, 1989 ; Abdelguerfi & Ramdane, 2003)
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1.3.1.1. Propriétés organoleptiques et physico-chimiques

Le lait de chamelle, est un liquide blanc opaque, a la traite et lors des
transvasements il forme une mousse en raison notamment de la structure et de la
composition de sa matiére grasse, avec un gout assez doux légerement apre, acide, sucré
et parfois méme salé, il a aussi un aspect plus visqueux que le lait de vache. Cette variabilité
dans le godQt est liee au type de plantes désertiques broutées, du régime alimentaire de la
chamelle ainsi qu’'a la disponibilité en eau (Sboui & al., 2009 ; Siboukeur, 2008 ; Kamoun,
1995). La viscosité du lait de chamelle a 20° C est de 1,72 mPa.s, tandis que la viscosite
du lait de vache sous les mémes conditions est de 2,04 mPa.s (Omar & al., 2010]. Le pH
du lait camelin se situe autour de 6,68 * 0,12 et l'acidité est de l'ordre de 15° Dornic
(Ghennam & al., 2007).

La densité moyenne de lait de chamelle est 1,028 + 0,002 g.cm® ([Kamoun, 1995 ;
Alloui-Lombarkia & al., 2007), et son point de congélation varie entre -0,53 °C a -0,61°C
(Hassan & al., 1987).

Comme la vache, la chamelle a une mamelle a quatre quartiers. La période de
lactation varie de 9 & 18 mois, et les rendements laitiers calculés varient de 735 a 1675
kg par 305 jours, en fonction de l'individu, la race, le stade de lactation, et I'alimentation...
(Yagil, 1982). La valeur calorique du lait de chamelle (665 kcal / L) est presque similaire a
celle du lait de vache (701 kcal / L) (EI-Agamy, 2009).

La composition en éléments essentiels du lait de chamelle (en g / 100 ml] selon les
données de la littérature est de 3,82 = 1,08 pour la matiere grasse, 3,35 £ 0,62 pour les
protéines totales, 4,46 = 1,03 pour le lactose, 12,47 + 1,53 pour la matiere séche et

0,79 £ 0,09 pour les cendres. (Konuspayeva, 2009)

Tableau 2 : Les concentrations moyennes des minéraux dans le lait de chamelle, de la
vache, et de la femme. (mg /100g] (Kenji, 2013)

Minéraux | Chamelle | Vache | Femme
Ca 114 120 31

Mg 11 12 2.7

Na 59 51 12

K 156 137 64

P 55 65 7.8

Zn 0.59 04 0.15
Mn 0.005 0.003 | 0.001
Fe 0.29 0.03 |0.047
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Les sels minéraux du lait de chamelle sont présentés dans le (Tableau 2), On y
dénombre en effet des macros et des oligo-€léements qui se trouvent sous forme de sels
(phosphates, chlorures et citrates) ou de métaux divers [sodium, potassium, magnésium,
calcium, fer, cuivre, zinc...etc.). En général la composition en macroéléments (Na, K, Ca,
Mg...] est relativement similaire a celle du lait bovin, cependant le lait camelin se
caractérise par des taux plus élevés en oligo-€léments (Ellouze & Kamoun, 1989 ;
Kamoun, 1989 ; Alloui-Lombarkia & al., 2007 ; Siboukeur, 2008; Sboui & al., 2009).

Le lait de dromadaire a été signalé pour contenir diverses vitamines, telles que la
vitamine C, A, E, D et du groupe B, et se singularise par sa richesse relative en vitamines
B3 (niacine) et en vitamine C (Tableau 3). Méme si des variations importantes (de 25 a 60
mg,/l] de la teneur de cette derniére dans le lait camelin sont rapportés, il n’en demeure
pas moins que les teneurs signalées sont en moyenne trois fois plus élevées que celles

présentes dans le lait de vache ([Omar, 2010).

Tableau 3 : Les concentrations moyennes des vitamines dans le lait de chamelle, de la

vache, et de la femme. (mg /kg] (Keniji, 2013)

Vitamines Chamelle | Vache | Femme
A 0.21 0.28 0.55
B1 (thiamine] 0.41 0.59 0.15
B2 (riboflavine] 1.1 1.6 0.38
B3 (niacine) 0.78 0.7 1.7

B5 (acide pantothenique] | 2.3 3.8 2.7

B6 (pyridoxine) 0.54 05 014
B7 (biotine) ND 0.04 0.01
B9 (acide folique) 0.0046 0.055 | 0.042
B12 0.0053 0.009 | 0.0005
C 140 13 40

D 0.003 0.009 | 0.014
E 0.18 06 8

1.3.1.2. Propriétés thérapeutiques du lait de chamelle

Le lait de chamelle est apprécié traditionnellement pour ses propriétés anti-
infectieuse, anti-cancéreuse, antidiabétique et plus généralement comme reconstituant
chez les malades convalescents (Konuspayeva, 2007). Les allégations santé de ce lait,

peuvent étre attribuées a certains de ses composants, richesse en acides gras insatureés,
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acides aminés essentiels, vikamine C et en protéines a activité antimicrobienne puissante.
(Konuspayeva & al., 2004).

Tableau 4 : Différentes études entreprises sur les effets thérapeutiques du lait de

chamelle.

Aspect étudié

Effet observé et interprétations

Auteurs

Diabete

Hypoglycémie (teneurs élevées d'insuline

dans le lait)

(Shoui & al., 2009)

Complications

Diminution du stress oxydatif et prévention

(Senoussi, 2011)

du diabéte des néphropathologies (teneurs élevées en
antioxydants)
Allergies  au | Effet hypoallergique (absence de la B-Lg et | (Konuspayeva,2007)
lait présence d'une caseine aS difféerente de la
caseine bovine)
Infections Effet anti-infectieux (activité antibactérienne | (Vignola, 2003)
et antivirale)
Tumeurs Effet anti-tumoral (contrdle des processus | (Konuspayeva & al.,
tumoraux par stimulation de la défense | 2004).
immunitaire
Toxicité aux | Effet protecteur contre la toxicité aux | (Senoussi, 2011)

meétaux lourds

Aluminium et Cadmium

| .3.2. Flore microbienne du lait de chamelle

En termes de microbiologie, le lait de chamelle n'a jamais éte etudié a large spectre,

les travaux realisés sont cités aux doigts, et ne couvre pas tous les aspects

micraobiologiques.

Ces travaux eéparpillés ne touchent que quelques groupes de

microorganismes d’intérét technologique ou sanitaire. Le tableau 5 résume quelques

travaux de recherche réalisés, sur des microorganismes isolés du lait de chamelle, en

particulier des bactéries lactiques.
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Tableau 5 : Bactéries lactiques isolées a partir du lait cru et du lait fermenté de dromadaire.

Origine du lait

Especes

Références

Algérie
Lait cru de chamelle

E durans, E. faecalis, E. faecium,
Lb. paracasei subsp. paracasei, Lb. plantarum, Lb. rhamnosus,
Lc. lactis subsp. lactis, Lc. lactis subsp. lactis biovar diacetylactis

Hassaine & al. (2007), Drici &
al. (2010)

Algérie
Shmen beurre a base du lait de
chamelle

E faeciumn,

Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus, Lb. plantarum, Lb. paracasei subsp. paracase;,
Lc. lactis subsp. cremaris, Lc. lactis subsp. lactis biovar diacetylactis,

Leu. gelidum, Leu. Pseudomesenteroides

Kacem & Karam (2006)

Maroc E casseliflavus, E. faecalis, E. faecium, Benkerroum & al. (2003),
Lait cru de chamelle P. acidilactici, P. damnosus, P. halophilus, P. paravulus, P. pentosaceus, Khedid & al. (2009)
Strep. bovis, Strep. salivarius, Strep. salivarius subsp. thermophilus, Lb. amylophilus, Lb. brevis, Lb.
casel subsp. case,
Lb. casei subsp. rhamnosus, Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus, Lb. delbrueckii subsp. delbruecki, Lb.
delbrueckii subsp. lactis, Lb. helveticus, Lb. paracasei subsp. tolerans, Lb. plantarum,
Lc. garviae, Lc. lactis subsp. cremoris, Lc. lactis subsp. lactis, Lc. lactis subsp. lactis biovar
diacetylactis, Lc. raffinolactis,
Leu. lactis, Leu. mesenteroides subsp. cremoris, Leu. mesenteroides subsp. dextranicum, Leu.
mesenteroides subsp. Mesenteroides
Inde Lb. casei, Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus, Lb. fermentum, Lb. plantarum Nanda & al. (2011)
Fromage a base du lait de
chamelle
Sudan E. faecium, Sulieman & al. (20086),

Gariss lait fermenté a base de
lait de chamelle

Strep. bovis, Strep. infantarius subsp. infantarius,

Lb. animalis, Lb. brevis, Lb. divergens, Lb. fermentum, Lb. gasseri; Lb. helveticus, Lb. paracasei subsp.
paracasei, Lb. plantarum, Lb. rhamnosus, Lactobacillus sp.,

Lc. alimentarium, Lc. lactis, Lc. Raffinolactis

Abdelgadir & al. (2008)
Ashmaig & al. (2009)

Kenya Suusac lait fermenté a
base de lait de chamelle

Lb. curvatus, Lb. plantarum, Lb. salivarius,
Lc. raffinolactis,
Leu. mesenteroides subsp. Mesenteroides

Lore & al. (2005)

E Enterococcus; Lb, Lactobacillus; Lc, Lactococcus; Leu, Leuconostoc, P, Pediococcus, Strep, Streptococcus, W, Weissella
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Il. Les entérocoques

Les entérocoques sont des microorganismes procaryotes ubiquitaires, appartenant
au cocci a Gram positif, catalase negative, anaerobie facultatif, non sporulant. lls sont le
plus souvent considérés comme des composants de la flore intestinale des humains et des
animaux qui agissent comme des agents pathogenes opportunistes dans différents
compartiments extra-intestinaux de l'organisme. lls ont recu ces dernieres années une
attention considérable dans la bactériologie médicale en raison de leur réle croissant dans
les infections nosocomiales. Un facteur important contribuant a ce phénomene a sans
aucun doute été leur résistance naturelle (intrinseque] et acquise aux antibiotiques
fréguemment utilisés. Paradoxalement, ils sont considérés comme des bactéries lactiques
utilisées depuis des siecles dans la transformation des aliments. Impliqués dans la
fermentation de nombreux aliments (lait, végétaux, viandes et poissons), ils sont capables
de produire diverses molécules antimicrobiennes (acide lactique, bactériocine ou encore
peroxyde d'hydrogene). Ces propriéetés les rendent indispensables a lindustrie agro-

alimentaire.

Ce genre bactérien produit une grande diversité de bactériocines, considérées
comme des agents de contrdle biologique dans les aliments, en conservant leurs
proprietés organoleptiques et nutritionnelles. Elles constituent ainsi une alternative a
l'utilisation d'additifs chimigues ou a celle de traitements physico-chimiques employés dans

la conservation des produits alimentaires (Aguilar-Galvez, 2010).

Dans ce chapitre on essayera de faire une recension des connaissances et de

développer les difféerents aspects sanitaires et technologiques des entérocoques.
1.1 Taxonomie

Le terme entérocoque a été utilisé la premiere fois par Thiercelin (1899) pour
décrire un diplocoque Gram-positif d'origine intestinale qui se présente sous forme de
paires ou en petites chainettes. Ce microorganisme a été inclus dans le genre
Streptococcus comme Strep. faecals par Andrewes & Horder (1906). Une deuxieme
espece fécale décrite comme Strep. faecium par (Orla-densen, 1919) a été trouveé pour
avoir des caracteéristiques similaires. Bien que ces micro-organismes, ainsi que deux autres
especes, Strep. durans et Strep. avium, ont été plus tard reconnu par Sherman (1937)
pour former un groupe distinct au sein du genre Streptococcus, leur position taxonomique
est demeurée inchangée jusqu'en Kalina (1970), en soulignant les différences
morphologiques, biologiques et sérologiques, a proposeé qu'ils devraient étre placés dans un

nouveau genre, entérocoque. Cela a été largement accepté lorsque les études
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moléculaires et chimio taxinomiques confirment les différences par rapport aux autres

streptocoques (Schleifer & Kilpper-Balz, 1984).

Le genre Enterococcus a été separé du genre Streptococcus sur la base des
résultats d'hybridation ADN-ADN et des études d'hybridation ADN-ADNr (Schleifer &
Kilpper-Balz, 1984). Dans d’'autres études subséquentes de 'ADNr 16S (Ludwig & al.,
1985 ; Schleifer & Kilpper-Balz, 1987) non seulement ont confirmé cette séparation,
mais ont également démontré que les entérocoques différaient également du genre
Lactococcus et certains autres cocci @ Gram positif. Les genres Streptococcus et
Lactococcus sont plus distants par rapport au genre £nterococcus que sont les cocci ou
les batonnets des genres Vagococcus, Carnobacterium, Tetragenococcus, Aerococcus,
Alloiococcus, Dolosigranulum, Facklamia, Globicatella, Granulicatella, Melissococcus,
Eremococcus, Ignavigranum, et Abiotrophia. En effet, selon l'analyse phylogénétique de
'ARNr 16S les genres Enterococcus, Melissococcus, Tetragenococcus et Vagococcus

sont inclus dans une nouvelle famille, Enterococcaceae, dans l'ordre Lactobacillales.

Plus récemment, des séquences complétes du génome pour de nombreuses £
faecalis et E. faeciun, ainsi que des séquences de quelques autres especes, sont devenues
disponibles. Les résultats des analyses genetiques (études des ARNr 16S et de l'espace
intergénique 16S-23S) suggerent que le genre Enterococcus est hétérogene et qu'il existe
environ 5-6 grands groupes d'especes au sein de ce genre. Toutefois, la composition de
ces groupes est différente selon les techniques utilisées et selon les auteurs. Selon Svec &
Devriese, (2009) in Bergey's manual, le genre Enterococcus est constitué des groupes :
(1) E faecalis, (2) £ avium, (3) E faecium, (4) E. cecorum, (9] E. gallinarum, (B6) E
italicus. Les especes E£. aguimarinus, E. asini, E. canintestini, E. dispar, E. hermanniensis, E.
pallens, E. phoeniculicola, E. saccharolyticus, E. sulfureus constituent des groupes distincts

(voir tableau B).
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Tableau 6 : Groupes phylogénétiques des especes du genre Enterococcus selon les

analyses génétiques de I'’ARNr 168S et de I'espace intergénique 16S-23S (Svec & Devriese,

(2009) in Bergey's manual)

Groupes Groupes
1 2 3 4 5 6 phylogénétiquement
E. faecalis E. avium E. faecium | E. cecorum E. gallinarum E. italicus distincts
E. faecalis E. avium E. faecium E. cecorum E. gallinarum E. italicus E. aquimarinus
E caccae E. devriesel E. canis E. asini
. ) E. columbae E. casseliflavus E. camelliae . o
E. haemoperoxidus E gilvus E. durans E. canintestini
E. moraviensis E. malodoratus E hirae E. dispar
E silesiacus E pseudoavium | E mundtii E. hermanniensis
E. termitis E. raffinosus E ratti E. pallens
E. villorum E. phoeniculicola
E. saccharolyticus
E. sulfureus

Donc selon le Bergey's manuel de la bactériologie systématique, la deuxieme édition publiée

en 20089, le genre Enterococcus est classé dans la famille, Enterococcaceae, ordre,

Lactobacillales, classe des Bacill, phylum Firmicutes. Dans ce genre en compte 34

especes officiellement

identifiées et classées,

et depuis

lors d'autres especes

d’entérocoques ont éteé publiées, actuellement une cinquantaine d’'especes sont décrites.
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Espécas
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Figure 4 : Dendrogramme du genre Enterococcus. Ce dendrogramme des séquences des

genes ARNr 16S disponibles pour les membres du genre Enterococcus a été compilé en

utilisant l'algorithme « neighbour-joining » par le logiciel Geneious (Biomatters Ltd) et la

sequence 16S de 7etragenococcus solitarius utilisée comme groupe externe de

comparaison. Les valeurs bootstrap ont été genérées sur 1000 itérations. (Gilmore & al.,

2013)
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1.2 Description du genre Enterococcus

Des bactéries a Gram positif. Les cellules sont ovoides, isolées ou regroupées en
paires ou en courtes chaines, et sont souvent allongées dans la direction de la chaine. Non
sporulantes. Généralement immobiles sauf quelques rares especes (£ casseliflavus et E.
gallinarum). Certaines especes donnent une pigmentation jaune. Anaérobie facultatif.
Certaines especes necessitent une atmosphere enrichie en CO: (CO--dépendant). Catalase
negative, mais certaines souches revelent une activité pseudo-catalase lorsqu'elles sont
cultivees sur milieu gélosé contenant du sang. L’'activité hémolytique est variable et
largement espece-dépendante. La croissance optimale de la plupart des espéces
d’entérocoques est de 35 °C a 37 °C. Beaucoup, mais pas toutes les especes sont
capables de croitre a 42°C et méme a 45 °C, et lentement a 10 °C. lls sont tres résistants

a la dessiccation (Kalina, 1970).

Ce sont des chimio-organotrophes, requiert des nutriments complexes, ont un
metabolisme fermentaire, de type homofermentaire ou le produit final prédominant de la
fermentation du glucose est la L (+] - acide lactique. Les entérocoques font partie d'un
groupe de microorganismes nommes bactéries a acide lactique produisant des
bactériocines. Une de leurs caractéristiques consiste en un faible contenu G+C% de 35.1 -
44.9 mol%. (Svec & Devriese, 2009)

Nombres de caractéristiques sont communes a toutes les especes décrites, bien
gue rares exceptions peuvent se produire et certains résultats de tests n‘'ont pas encore
eté determinés pour les especes les moins connues: résistance a 40% (v/v] de la bile, la
production de B-glucosidase, leucine arylamidase, hydrolyse d'esculine, la production d'acide
a partir de la N-acétylglucosamine, amygdaline, arbutine, le cellobiose, le D-fructose, le
galactose, le B-gentiobiose, le glucose, le lactose, le maltose, le D-mannose, le méthyl B-D-
glucoside, le ribose, de la salicine et le tréhalose. Les tests suivants sont pour la plupart
negatifs : l'uréase, la production d'acide a partir d'arabinose D-érythritol, D- et L-fucose, le
methyl-o-d xyloside et L-xylose. Il convient de noter que certaines caractéristiques
traditionnellement considérées comme typiques du genre ne sont pas applicables a
plusieurs especes decrites plus récemment : antigene de groupe Lancefield D, la
résistance a |'azoture de sodium a 0,4% ou 6,5% de NaCl, la croissance a 10 ° C et 45 ° C,

la production de pyrrolidonyle arylamidase et de I'acétoine.

L'espéce type de ce genre est Enterococcus faecalis [Andrewes & Horder,1906 ;
Schleifer & Kilpper-Balz, 1984)
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1.3 Habitat

Les entérocoques sont caractérises par des propriétés intrinseques qui leur
permettent de se répondre un peu partout dans la nature. lls sont largement répartis
entre le tube digestif de 'homme, les autres mammiféres, les oiseaux, les reptiles, les
insectes, les plantes, le sol et I'eau. Le fait qu'ils sont une partie essentielle de la microflore
intestinale de 'homme et des animaux leur distribution est trés similaire dans ces sources.
E. faecium et E. faecalis prédominent dans le tractus gastro-intestinal humain, £ faecium

chez les animaux et £ mundtii et E. casseliflavus dans les sources végéetales (Klein, 2003).

Chez 'hnomme, les entérocoques sont considérés comme les principaux membres
. . . < . 5 7
de la flore intestinale, présents a des concentrations entre 10°-10° UFC/ gramme de

matieres fécales. Leur nature auxotrophe [nécessitant jusqu'a neuf acides aminés et
plusieurs vitamines) suggere que les entérocoques se sont développés dans un contexte
des relations hautement co-évolutives avec d'autres organismes, et ceci pour assurer leurs
besoins nutritionnels. Cela ne veut pas dire que les entérocoques ne sont pas compeétitifs,
car ils sécretent un large assortiment de peptides antimicrobiens, appelés entérocines, qui
interferent avec la croissance des bactéries lactiques et d’autres bactéries Gram positives.
(Svec & Devriese, 2009)

Un fait tres intéressant, dans certains cas pathologiques, I'équilibre bien aiguisé de
la flore intestinale peut étre modifiee. Par exemple, les patients atteints de colite ulcéreuse
seront colonisés par un nombre plus élevé d'entérocoques, par rapport aux individus sains.
Alors que I'habitat naturel des entérocoques chez 'homme est considéré comme le tractus
gastro-intestinal inférieur, ils sont capables de coloniser une variété de sites, y compris la
partie supérieure du tractus gastro-intestinal, les voies génitales inférieures, les voies
génitales supérieures et de la cavité buccale, y compris la salive, la langue, la muqueuse

vestibulaire et la plague dentaire. ([Devriese & al., 2006)

Des etudes sur les animaux ont montré que les facteurs de I'héte influencent aussi
la colonisation. Comme chez les humains, il apparait également qu'une espece
entérocoques prédomineront dans un hote spécifique. Par exemple, £ faecium est isolé
plus frequemment chez les bovins que £ faecalis, de méme pour £ hirae chez les chats.

Cet équilibre peut étre influenceé par le régime alimentaire ou |'age de I'héte.

Les entérocoques pigmentés ont été proposeés pour avoir une relation épiphytique
avec les plantes. Beaucoup affirment que les entérocoques ne sont pas indigenes dans le

sol ou l'eau, et leur présence représente une contamination provenant de sources
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animales ou vegetales. Pour cette raison, malgre le fait qu'E casseliflavus et E. gallinaruim
ont été isolés a partir des voies digestives et la face extérieure des insectes, on ne sait pas

si cela est leur habitat naturel. [Collins & al., 1984)

Leur capacité a survivre pendant de longues périodes sur une variété d'objets
inanimeés et en plein soleil suggere gu'ils peuvent étre un meilleur indicateur de la pollution
fécale dans les eaux récréatives que les coliformes. Bien qu'un certain nombre de rapports
ont lié les entérocoques aux incidents d'intoxication alimentaire, cette association n'a pas
eté étayée. En effet, cela peut se révéler difficile, car de nombreux aliments sont

contaminés par des entérocoques
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Figure 5 : Répartition dans la nature des especes du genre Enterococcus. Le
dendrogramme montre les relations phylogénétiques. Les sources d'isolement sont
indiquées pour chaque espece. Une chaine alimentaire simplifiee est montrée. Symboles
rouges et noirs indiquent les especes qui ont éte décrites dans les infections humaines ou

la colonisation, respectivement. (Gilmore & al., 2013)
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I.4. Réles et applications des entérocoques
1.4.1. Indicateurs de contamination fécale

En raison de leur ubiquité dans les matiéres fécales humaines et de leur habilité a
résister aux différentes conditions physicochimiques et a survivre dans I'environnement, les
entérocoques ont été adoptés comme indicateurs de pollution fécale humaine de l'eau
potable et des aliments. Plus recemment, du fait de leurs densités sur les mains humaines
on les utilise comme indicateurs de I'hygiene des mains. Cependant ['utilisation des
entérocoques comme indicateurs de pollution ou de contamination fécale humaine peut
étre problématique, parce que les entérocoques sont également présents dans les
excrements des animaux (Harwood & al., 2000 ; Layton & al., 2010), dans les sols

(Fujioka & Byappanahalli, 2004 ; Goto & Yan, 2011), ainsi que sur les plantes
1.4.2. Applications des entérocoques dans les produits laitiers

L'utilisation des entérocoques dans les fromages est tres controverseée. Les études sur
la microflore des fromages traditionnels dans les pays meéditerranéens, qui sont produits
principalement a partir du lait cru de brebis ou de chévre, et moins frequemment a partir
de lait de vache, ont indiqué que les entérocoques jouent un rdle important dans la
maturation de ces fromages, probablement par la protéolyse, la lipolyse, et I'utilisation du
citrate, contribuant ainsi & leur godt et leur saveur typique, lls sont également présents
dans d'autres produits alimentaires fermentés, telle que les saucisses (Franz et al,
19994, 2003 ; Giraffa, 2002; Hugas & al., 2003]) et les olives (Fernandez-Diaz, 1983;
Franz & al., 1996, 1999a ; Floriano & al., 1998 ; Ben Omar & al, 2004).. Les
entérocoques ont la capacité de produire des bactériocines « entérocines », qui sont de
petits peptides avec une activité antimicrobienne contre les bactéries Gram positives
etroitement apparentés, y compris d'altération ou les bactéries pathogenes telles que
Listeria (De Vuyst & Vandamme., 1994). En outre, les entérocoques sont utilisés dans

certains pays comme probiotiques.

a) Comme culture starter
La découverte des souches E faecium et E faecalis isolés de divers
fromages, avec un bon pouvoir acidifiant et/ou des proprietés protéolytiques
(Wessels & al., 1990 ; Centeno & al., 1999 ; Suzzi & al., 2000] et lisolement
fréquent des entérocoques a partir de culture starter naturel utilisées pour la
fabrication de fromages traditionnels (Gatti & al., 1994 ; Villani & Coppola, 1994 ;
Giraffa et al, 1997) ont encouragé certaines applications de ces micro-

organismes comme des cultures starter primaires. Cependant, depuis le début des
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b)

travaux sur le fromage cheddar (Dahlberg & Kosikowski, 1948 ; Thunell &
Sandine, 1985), aucun rapport de recherche important n'a été rapporté. Par
conséquent, le pouvoir acidifiant généralement faible et I'absence des activités
proteolytiques font que les entérocoques ont une importance mineure comme

culture starter primaire dans la fabrication du fromage.

Les entérocoques en tant qu'adjuvants

Les cultures adjuvantes peuvent étre définis comme ceux qui sont ajoutés au
fromage a des fins autres que la formation d'acide qui est exclusivement consacreé a
la culture starter. Des cultures adjuvantes non starters sélectionnés peuvent étre
ajoutées pour acceélérer la maturation, pour produire la sapidité souhaitable, ou a
agir en tant que probiotiques. Plusieurs travaux de recherche ont eté menés pour
evaluer les fonctionnalités technologiques des entérocoques selectionnés dans la
production de fromage. £ faeciun, E. faecalis et E. durans sont des souches qu'ils
ont eté proposees en combinaison avec d'autres souches lactiques meésophiles et
thermophiles dans le cadre de formuler des cultures starters pour différents
fromages européens tels que les fromages italiens a pate demi-cuite (Neviani & al.,
1982), Mozzarella (Coppola & al, 1988 ; Parente & al., 1989 ; Villani & Coppola,
1994), Feta (Litopoulou-Tzanetaki & al., 1993 ; Sarantinopoulos & al, 2002al],
Venaco [Casalta & Zennaro, 1997), Cebreiro (Centeno & al., 1999] et Hispanico
(Oumer & al., 2001). En général, I'ajout des entérocoques en tant qu’adjuvant le
long du processus de la maturation a affecté positivement le godt, l'aréme, la
couleur, la structure, ainsi que le profil sensoriel global, des fromages entierement
mars.

Plusieurs fromages européens sont caractérisés par une flore bactérienne
de surface complexe, constitués generalement de levures, de bactéries
corynéformes, et microcoques ou staphylocoques a coagulase négative. Cependant,
méme les entérobactéries et les entérocoques sont souvent présents comme
contaminants mineurs (Bockelmann, 2002). Dans une investigation récente sur la
flore bactérienne de surface des fromages lors de la maturation, différentes
souches Enterococcus spp colonisent la crodte du fromage ont été trouvés. La
moitié de ces souches ont montré une activité inhibitrice contre les souches de
Listeria et ont éte signalee comme des candidats prometteurs pour la formulation
d'une flore de surface pour la maturation de certains types de fromage.
Recemment, £ faecium PR88 a été utilisé comme culture probiotique adjuvante

dans le fromage Cheddar. La souche PR88, qui possedent les propriétés requises
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d'un microorganisme probiotique, y compris la capacité a soulager le syndrome du
cblon irritable, I'origine intestinale, non pathogene, et la tolérance a la bile et a
l'acide (Hunter et al., 1996), a été utilisée comme adjuvant starter. Par rapport au
témoin, une augmentation de la protéolyse, et des niveaux plus élevés de certains
composes volatils odorants actifs a été observée dans les fromages contenant
I'additif PR88 tout au long de la période d'affinage. La souche a maintenu la viabilité
dans le fromage Cheddar pendant 9-15 mois d'affinage a 8 °C.

Enfin, le Comité consultatif sur les nouveaux aliments et processus a deécide
d'autoriser l'utilisation de la souche d’£E faecium K77D comme une culture starter

dans les produits laitiers fermentés (ACNFP, 1996).

Les entérocoques en tant que probiotiques

La définition d'un probiotique a évolué avec la compréhension croissante des
meécanismes par lesquels il influe sur la santé humaine (De Vuyst & al., 2004). Par
conséquent, un probiotique peut étre déecrit comme une préparation ou un produit
contenant une culture simple ou mixte des microorganismes viables, en
concentration définie et suffisante, capables d'altérer la flore microbienne (par
implantation ou colonisation] dans un compartiment de I'hdte et qui exercent des
effets bénéfiques pour la santé dans cet héte (De Vuyst & al., 2004). lls sont
appligués dans les aliments tels que le yaourt, les laits et laits fermentés, les
préparations pour nourrissons et dans des préparations pharmaceutiques.

Les effets revendiqués par les probiotigues comprennent : |'antagonisme
contre les agents pathogenes d'origine alimentaire, I'amélioration de la réponse
immunitaire, I'eéquilibre de la flore colique, les activités antimutagenes et anti-
cancerigenes, le traitement de la diarrhée du voyageur et celle causée par les
antibiotiques, et la prévention des ulcéres lies a Helicobacter pylori. Les probiotiques
sont egalement impliqués dans le renforcement de la barriere intestinale, la
réeduction du taux de cholestérol seérique, l'amélioration des symptdémes de
malabsorption du lactose ainsi que la candidose et les infections des voies urinaires
(Saavedra, 2001).

Les souches probiotiques les plus utilisees pour I'homme ont une origine
gastro-intestinale humaine et le plus souvent appartiennent a des especes des
genres Lactobacillus et Bifidobacterium. Cependant, des souches appartenant a
d'autres especes lactiques, y compris les entérocoques, ont aussi été utilisees dans
le passeé en tant que probiotiques (Fuller, 1989 ; O'Sullivan & al., 1992 ; Holzapfel
& al.,, 1998). Depuis février 2004, 10 préparations (9 souches différentes d’'£E
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faecium) sont autorisees comme additifs alimentaires pour les animaux dans
I'Union européenne [Commission européenne, 2004).

Une souche £Enterococcus bien étudiée (la souche £ faeciurn SF 68]) produite
en Suisse a éteé utilisee comme probiotigue (Cylactin \ LBC SF68 ME10, F.
Hoffmann-La Roche Ltd., Béle, Suisse) pour la prévention de la diarrhée causée
par les antibiotiques et dans le traitement de la diarrhée chez I'enfant (Wunderlich
& al.,, 1989).

Rossi et al. (1999) ont utilisé la souche £ faecium CRL 183 pour le
développement d'un nouveau produit de lait de soja fermenté avec des potentialités
probiotiques. La souche Faecium CRL 183 en combinaison avec Lactobacillus
Jugurtiont entrainé une diminution de 43% du cholestéral in vitro.

L'utilisation des entérocoques comme probiotiques reste une question
controversee. Bien que les avantages de certaines souches probiotiques soient bien
etablis, I'emergence et l'association accrue des entérocoques aux maladies
humaines et la multirésistance aux antibiotiques ont soulevé des inquiétudes quant
a leur utilisation comme probiotiques. La crainte que les génes de résistance aux
antimicrobiens ou des genes codant pour des facteurs de virulence puissent étre
transférés a d'autres bactéries dans le tractus gastro-intestinal contribue a cette
controverse (Franz et al., 2003).

I.5. Propriétés biochimiques des entérocoques d’intérét technologique
1.L5.1. Le pouvoir acidifiant

L'un des caractéres technologiques essentiels des bactéries des levains de
fromagerie est leur aptitude a l'acidification du lait qui dépend de l'aptitude a la
fermentation du lactose et de la résistance a l'acidité développée. Plusieurs travaux
sur I'aptitude des entérocoques a acidifier le lait ont été rapportés. En général, les
entérocoques présentent une faible activité acidifiante du lait. Morea et al. (1999)
ont montré que le pH du lait apres 24 h d'inoculation avec des souches isolées a
partir du fromage Mozzarella n'a pas baissé en dessous de 5,5. Des recherches
réecentes sur des entérocoques isolés du lait ont confirmé leur faible pouvoir
acidifiant dans le lait avec seulement quelques souches présentant un pH inférieur a
5,0-5,2 apres 16-24 h d'incubation a 37 °C [(Andrighetto & al.,, 2001 ; Durlu-
Ozkaya & al., 2001 ; Sarantinopoulos & al., 2001). Il a été également observé que
I'espece E. faecalis est genéralement apte a acidifier le lait plus fort que I'espece £
faecium. Chez des souches £ faecalis isolées d'un fromage traditionnel italien, un

pouvoir acidifiant élevé dans le lait écrémeé avec un abaissement du pH a environ
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4,5 apres 24 h de la fermentation a été observé (Giraffa & al., 1993 ; Suzzi & al.,
2000). Il semble donc y avoir effectivement chez les entérocoques une aptitude a
I'acidification caractéristique de I'espece

1.5.2. Activités protéolytiques

L'action protéolytique des entérocoques au cours de l'affinage peut se
manifester soit par une production d'enzymes exocellulaires qui accompagne le
développement microbien, soit par une libération d'enzymes endocellulaires aprés la
lyse des corps bactériens.

La dégradation de la caséine joue un réle majeur dans le développement de
la texture du fromage. En outre, la dégradation secondaire des acides aminés est
considérée comme ayant un impact majeur sur le développement de la saveur dans
le fromage. Certains peptides contribuent a la formation de la saveur, tandis que
d'autres, des peptides indésirables peuvent conduire a des flaveurs ameres.

Jusqu’'a présent les etudes effectuées sur [lactivité proteolytique des
bactéries lactiques sont principalement limitées aux genres Lactococcus et
Lactobacilus (Pritchard & Coolbear, 1993 ; Sousa & Malcata., 2002). Les voies
biochimigues qui conduisent a la dégradation de la caséine et du transport des
acides aminés et des peptides sont considérées comme étant les mémes dans les
autres bactéries lactiques, y compris le genre Enterococcus. En comparant aux
autres bactéries lactiques les données sur l'activité protéolytique, des entérocoques
sont sporadiques. Bien que certains auteurs aient signalé une activité protéolytique
pertinente chez les espéces £ faecium, E. faecalis et E. durans isolées a partir de
divers fromages, ces activités sont généralement faibles pour la plupart des
especes d’entérocoques, a l'exception de I'espece E£. faecalis etant la plus active
(Wessels & al., 1990 ; Centeno & al.,, 1999 ; Suzzi & al., 2000) (Dovat & al.,
1970 ; Arizcun & al, 1997 ; Macedo et Malcata., 1997 ; Suzzi & al., 2000 ;
Andrighetto & al., 2001).

Aucune relation claire n'a été observeée entre les activités proteolytiques et
I'acidification (Durlu-Ozkaya & al., 2001). Cependant ces deux traits sont parfois
bien corrélés avec les souches les plus protéolytiques étant egalement les plus
acidifiantes (Hagrass & al., 1991 ; Giraffa & al., 1993 ; Suzzi & al., 2000).

1.5.3. Activité lipolytique et estérasique

Les lipides ont un effet majeur sur la saveur et la texture du fromage. lls

contribuent a la flaveur de fromage de trois facons :
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(1) Une source d'acides gras, en particulier des acides gras a courte chaine, qui
peuvent étre convertis en d'autres composeés sapides et aromatiques, telle que des
methyles cétones et des lactones ;

(2] etant une cause de l'oxydation des acides gras, conduisant & la formation de
divers aldéhydes insaturés qui sont fortement aromatisés et ainsi provoquer un
défaut d'arbme comme mentionné rancissement oxydatif ;

(3) étant des solvants pour des composés sapides et aromatiques, obtenus non
seulement a partir de lipides, mais aussi des proteines et du lactose. (El Soda & al.,
1995).

Les estérases sont arbitrairement classées comme enzymes hydrolysant
des substrats en solution, tandis que les lipases hydrolysant des substrats en
emulsion. Bien que la contribution possible des lipases et estérases au processus
de maturation de fromage n’est pas bien définie, les estérases ont eté liés au
développement de la saveur et la texture du fromage gréce a la lipolyse des lipides
du lait et en outre la conversion des acides gras libres produits en methyle cétones
et thio-esters. La lipolyse n'est pas impliquée directement dans la rhéologie du
fromage.

Cependant, les glycérides partiels sont des composés tensioactifs qui
influent sur l'organisation moléculaire, donc ayant un effet sur la texture du
fromage. Les bactéries lactiques sont géneralement considéréees comme
faiblement lipolytiques, par comparaison avec les autres groupes de micro-
organismes. Certaines bactéries lactiques utilisées comme des cultures starter
(Lactococcus et Lactobacillus), ainsi que quelques autres bactéries (Leuconostoc,
Enterococcus, Pediococcus et Micrococcus), qui peuvent survivre apres
pasteurisation et /ou contaminer le fromage pendant sa maturation, sont
soupconnes de contribuer de maniere significative a I'hydrolyse de la matiere
grasse du fromage (El Soda & al., 1995 ; Collins & al., 2003). En ce qui concerne
l'activité lipolytique des entérocoques, des données I|imitées et souvent
contradictoires existent dans la littérature.

Les premiers travaux concernant les activités lipolytiques et esterolytiques
des entérocoques ont été realisés par Lund (1965), qui a déterminé par
électrophorese la présence des estérases dans des extraits acellulaires des
souches E faecalis, E. faecium et E. durans. De plus, les souches d'E. faecalis ont
montreé une activité plus élevée, telle que déterminée sur la base de lintensité des
bandes estérolytiques. Cing ans plus tard, Dovat & al (1970) ont étudié l'activité

lipolytique de 16 Enterococcus et 5 souches de Streptococcus, apres les avoir
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cultivés dans le lait écréemé, la creme du lait et le lait écremé additionné de
tributyrine. Il a été conclu que les entérocoques étaient activement lipolytiques. La
vitesse de lipolyse est inversement liee a la masse moléculaire des triglycérides
(tripropionine> tributyrine> tricaprine> tricapryline), tandis que la trioléine n'a pas été
hydrolysée du tous. Dans la méme étude, les acides gras volatils produits ont été
déterminés par chromatographie, montrant que les entérocoques, et surtout les
souches d'E. durans, produisent plus d'acide acétigue que les souches de
Streptococcus.

Subséquemment, Martinez-Moreno (1976) a montré que des souches des
especes (£ durans, E. faecium et E. faecalis) isolées a partir de fromage Manchego,
etaient actives seulement contre la tributyrine et non contre les lipides du lait.
Chander & al. (197943, b) dans deux études consecutives ont examiné l'influence de
certains acides gras sur la croissance des souches d’£ faecalis et la production
d’'une lipase, et ils ont purifié et caracteriseé cette lipase. La masse molaire de cette
enzyme specifique a eté estimée a environ 271 kDa et son point isoélectrique
déterminé a 4,6. L'activité enzymatiqgue maximale de la lipase a été observée a pH
7,5 et 40 °C. L'enzyme était capable d'hydrolyser la tributyrine plus que la tricaprine,
tricapryline et la trioléine. Il a été observé que les acides gras de courte chaine [C3,
C4, C6 et C10] favorisent la production des lipases, contrairement aux acides gras
de longue chaine (C12, C14, C16, C18 et C18 : 2] ou la production de lipase a éte
inhibée.

Carrasco de Mendoza & al. (1992) ont conclu que l'activité lipolytique des
entérocoques est espece-dépendante. La plupart des souches examinées
présentaient une faible activité et seulement quelques souches appartenant a
I'espece E. faecalis ont été caractérisees comme lipolytique.

Dans une autre étude beaucoup plus systématique, Sarantinopoulos & al.
(2001a) ont montre que parmi les 129 entérocoques, la majorité (90%)]) hydrolyse
tous les substrats de la tributyrine (C4) a la tristéarine (C18) avec une activité
décroissante. En outre, concernant les estérases, toutes les souches eétaient
actives sur les substrats synthétiques utilisés, a partir de 4-nitrophényl-acétate (C2)
au -stéarate [C18]), avec une diminution d'activité en fonction de la longueur de la
chaine.

En général, les souches d'E faecalis ont eté les plus lipolytiques et
estérolytiques, suivie d’'E faecium et E. durans. Le systéme estérolytique des
entérocoques est assez complexe et plus efficace que leur systeme lipolytique. Les

entérocoques présentent une activité supérieure a celle des souches de la plupart
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des autres genres lactiques, avec les souches de I'espece £. faeciurn étant les plus
esterolytiques au sein des entérocoques (Tsakalidou & al., 1993 ; Tsakalidou & al.,
1994 ; Sarantinopoulos & al., 2001).

1.5.4. Métabolisme du citrate et du pyruvate

Le citrate est présent dans de nombreuses matieres premieres qui sont
utilisées dans les fermentations alimentaires telles que les fruits, les légumes et le
lait, et il est également utilisé commme additif pour la fabrication de saucisses
fermentées. Le comportement des bactéries lactiques peut différer d'une espéece a
une autre vis-a-vis le citrate, et non pas toutes les bacteéries lactiques sont capables
de métaboliser le citrate.

La capacité de métaboliser le citrate est toujours liee aux plasmides
endogenes qui contiennent le gene codant pour le transporteur responsable de
l'absorption du citrate & partir du milieu. Etant donné que le citrate est un substrat
fortement oxydé, aucun équivalent réducteur, tel que le NADH, n'est produit au
cours de son utilisation, ce qui conduit a la formation de produits métaboliques
finaux autres que l'acide lactique. Ceux-ci comprennent le diacétyle, l'acetaldéhyde,
I'acétoine, et le 2,3-butanediol, qui ont des propriétés aromatiques tres distinctes et
influencées de maniére significative la qualité des aliments fermentés (Hugenholtz,
1993).

Par exemple, le diacétyle détermine les propriétés aromatiques de fromage
frais, du lait fermenté, de la creme et du beurre. L'utilisation de citrate entraine
egalement la production de dioxyde de carbone, ce qui peut contribuer a la texture
de certains produits laitiers fermentés.

Il'y a peu d'informations disponibles sur le métabolisme du citrate chez les
entérocoques. Dans une étude récente, des souches isolées d'£. faecalls, E. faeciurm
et £ durans d’origine alimentaire different dans leur capacité a utiliser le citrate ou
le pyruvate comme seule source de carbone, la premiere souche étant plus rapide
gue les deux autres dans l'utilisation des acides organiques (Sarantinopoulos & al.,
2001).

Le métabolisme du citrate par la souche £ faecalis FAIRE 229 a éte etudie
dans différents milieux de croissance contenant du citrate, soit en présence de
glucose ou du lactose ou comme seule source de carbone. Dans le lait, le co-
metabolisme du citrate et du lactose a été observe alors que, dans un bouillon MRS
le citrate n'a pas été catabolisé méme en présence soit du lactose ou du glucose,

bien que la croissance ait été stimulée par du citrate. Quand le citrate est présent
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en tant que seule source de carbone, il est catabolisé et les principaux produits
finaux sont l'acétate et le formate (Sarantinopoulos & al., 2001).

Dans ces égards, de nombreux £ faecalis et E. faecium isolés a partir de
produits laitiers se sont révélés étre de bons producteurs d'acétaldéhyde, d'éthanol,
du diacetyle et d'acetoine lorsqu'ils sont cultives dans du lait, contribuant ainsi
davantage dans le développement de l'arbme et de la saveur des fromages
(Hagrass & al., 1991 ; Andrighetto & al., 2001 ; Sarantinopoulos & al., 2001). |l
semble donc que les entérocoques ont le potentiel métabolique de contribuer

activement au developpement de la saveur dans les produits laitiers fermentés.

11.5.5. Production des bactériocines

Les bactériocines produites par les bactéries lactiques sont des petits
peptides antimicrobiens, cationiques, amphiphiles (plutét hydrophobe), produits
naturellement par des micro-organismes par synthese ribosomique, qui varient
dans leurs ; spectre et mode d’'activite, structure moléculaire et masse moléculaire,
la thermo-stabilite, le pH, et leurs déterminants genétiques.

De nombreuses especes d'entérocoques, principalement, £ fgecalis et E.
faecium, sont connues pour produire une grande variété d’entérocines, avec une
activite contre Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Clostridium spp., y
compris Clostridium botulinum et Clostridium perfringens, et Vibrio cholerae
(Giraffa, 1995 ; Franz & al., 1996 ; Maisnier-Patin & al., 1996 ; Nunez & al.,,
1997 ; Simonetta & al., 1997 ; Ennahar & al., 1998 ; Laukova & Czikkova 1999 ;
Sarantinoupoulos & al., 2002b).

L'un des résultats les plus impressionnants est jusgu'a présent |'absence
presque totale des lantibiotiques chez les entérocoques, avec les seules exceptions
etant la cytolysine et I'entérocine W (Coburn & Gilmore, 2003 ; Cox & al., 2005 ;
Sawa & al., 2012). La plupart des entérocines caractérisés appartiennent aux
bactériocines de la classe Il et quelgues-unes sont des enzymes Ilytiques
thermolabiles. Préalablement, ces derniers ont été classés comme bactériocines,
mais sont maintenant inclus dans une classe distincte des antimicrobiens (Cotter,
Hill, & Ross, 2005).

D’autres entérocines ont également eté caractérisées de diverses especes
d'entérocoques et de différents environnements, et les entérocines caractérisés
plus complétement sont résumés dans le tableau 7. La plupart des entérocines

caractérisés sont produits par deux especes £ faecium et E. faecalis, mais aussi
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d’'autres especes £ mundti, E. avium, E. hirae, et E. durans peuvent également
produire des entérocines (voir le tableau 7).

Les bactériocines d’E. faecalis sont codées par des genes souvent portés
par des élements génétiqgues mobiles, y compris des plasmides conjugatifs et/ou
des transposons, qui pourraient servir comme moyen efficace de diffuser ces traits
a une population plus importante de bactéries, par transfert horizontal des génes.
Trois types de plasmides conjugatifs ont été identifies et analysés chez les
entérocoques. Deux types comprennent des plasmides répondants aux
phéromones et plasmides non repondants aux phéromones (Clewell, 1981 ;
Clewell, 1993 ; Ilke & al, 1998 ; Tomita & al, 2003)
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Tableau 7 : Classification des entérocines (Gilmore, 2014)

Classe Espece Bactériocine Source d’isolement Pmd_s molec_u I?"‘e Références
(Acides aminés)
O] .
g E faecalis Cytolysine Cyl,, and Cyl, Isolats cliniques 3’3822[38]’ et (Gilmore & al., 1994)
g 032 (21)
)
T o
(S ) B . . 3,256 (30] et
c s
L E. faecalis Entérocine Wa et W} Poissons fermentés 0728 (29) (Sawa & al., 2012)
Classe lla
E faecium Entérocine A Saur:lsszr;:;ermente 4,829 (47) (Aymerich & al., 1996)
E faecium Entérocine P Saut:lsszr:a::ermenté 4,493 (44) (Cintas & al., 1997)
ﬁ E. faecium Bactériocine GM-7 Feces des enfants 4,630 (44) (Kang & Lee, 2005)
[72]
o
o E. faecalis Bactériocine 31 Isolat clinique (43) (Tomita & al., 1996)
8
£
8 .. |Mundticine KS, enterocine| Ensilage, fromage
o s s .
£ E. mundtii CRL35. mundticine QU2 traditionnel 4,287 (43) (Kawamoto, et al., 2002; Saavedra & al., 2004)
E. faecalis Entérocine SE-K4 Ensilage 5,356 (43) (Eguchi & al., 2001)
E. faecalis Entérocine MC4-1 Macaque (43) (Flannagan, Clewell, & Sedgley, 2008)
Sécrétions vaginale des
E faecium Bactériocine T8 enfants infectés par le 5,090 (44) (De Kwaadsteniet & al., 2006)
HIV
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E avium Avicine A res exorements des | 4,289 (43) (Birri & al., 2010)
E hirae Hiracine JM79 Le canard colvert 5,093 (44) (Sanchez & al,, 2007)
sauvage
E faecium Bactériocine RC714 Exsudats humaines (43) (Del Campo & al., 2001)
E. faecium Bactériocine 43 Isolat clinique (44) (Todokoro & al., 2006)
Classe Ilb
E. faecalis Entérocine C Colostrum humain 4,286 (39] (Maldonado-Barragan & al., 2009)
38689 (35)
, S Les excréments des 4,286 [39),
E. faecalis Entérocine 1071 Aet B porcs 3,899 (35) (Balla & al., 2000)
. L 4420 (40),
E. faecium Entérocine Xa et b Pommes de sucre 4068 (37) (Hu & al., 2010)
Classe Il : Bacteriocines circulaire
, AS-48, Bactériocine 21, - (Joosten & al., 1996 ; Martinez Bueno & al., 1994 ; Samyn & al., 1994
E. faecalis Entérocine 4 Isolat clinique 7,166 (70)  Tomita & al., 1997)
Classe Il : Bacteriocines sans séquence leader
La glande uropygienne
) MR10A MR10B / (343) . 5,202 (44), . . -
E. faecalis Ent7A Ent7B des oiseaux, et 5,008 (43] (Liu & al., 2011 ; Martin-Platero & al., 2006)

Viande de boeuf
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S Saucisson fermenté

. Entérocine L50A, L50B / 5,190 (44), . .

E faecium B2A B2B Vo sec 5178 (43) (Cintas & al., 1998 ; Dezwaan & al., 2007)
agin humaine
E faecium Entérocine G Sa”C'SS‘;r;(‘;erme”te 3,980 (34) (Cintas & al., 2000 ; Criado & al., 2006)
E. faecalis Entérocine EJ97 Eaux useées 5,328 (44) (Galvez & al., 1998 ; Sanchez-Hidalgo & al., 2003)
E faecium Entérocine RJ-11 Son de riz 5,049 (44) (Yamamoto & al., 2003)
Classe Il : Autres bacteriocines

E faecium Bac 32, Entérocine IT Isolat clinique (ERV) 6,390 (54) (inoue, Tomita, & Ike, 2006 ; I|zeq0uaegr]do §al, 2008; [zquierdo & al,

. . - 105 aa .
E. faecium Bactériocine 51 Isolat clinique (ERV) (Yamashita & al., 2011)

thermostables
E faecium Entérocine B Sa”C'SS‘;r;(‘;erme”te 5,479 [53) (Casaus & al., 1997)
E. faecalis Entérocine 96 Fromage Munster 5,179 (48) (lzquierdo & al., 2009)
Enterolysines thermolabiles

E. faecalis Entérolysine A Poissons, et lait 34,501 (343) (Hickey & al., 2003 ; Nilsen, Nes, & Holo, 2003)
E. faecalis Bactériocine 41 Isolat clinique (595) (Tomita, Kamei, & lke, 2008)
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I.6. Virulence et pathogenése des entérocoques

La grande majorité des entérocoques, y compris les especes qui sont les principaux
agents d'infection nosocomiale, sont des habitants paisibles du tractus gastro-intestinal (Gl)
de 'nomme et des animaux. Toutefois, des situations surgissent dans lesquelles les

entérocoques peuvent provoquer des maladies graves.

L'ere de la médecine moderne a créé des circonstances qui facilitent le
comportement pathogene de ces microbes de la maniere suivante. Premierement,
l'utilisation abusive des antibiotiques a sélectionné des mutants résistants a ces
medicaments. Méme si les entérocoques ne peuvent pas étre aussi intrinsequement
virulents que d'autres bactéries pathogenes, et en plus d'étre naturellement résistants a
de nombreux antibiotiques ils ont I'aptitude & accepter et echanger les déterminants
géenetiques de la résistance aux antibiotiques. Ces propriétés donnent aux entérocoques un
avantage sélectif dans des environnements ou l'utilisation des antibiotiques est intense,
telle que les hopitaux, et peuvent leur permettre de supplanter d'autres especes qui
maintiennent I'équilibre de la flore commensale. Un autre facteur est la population
grandissante des individus immunodeéprimes, incluant les personnes agees, les patients qui
ont des greffes de moelle osseuse ou d'organe solide, et les patients atteints de cancer. Le
systeme immunitaire contribue probablement a I'équilibre de la flore commensale, et un
systeme de défense tres affaibli peut étre incapable de garder ces especes sous controle.
Enfin, il existe des facteurs génétiques qui conferent aux entérocoques de survivre et
causer une infection a I'hdte. Certains de ces facteurs font partie du génome de base,

tandis que d'autres sont des traits qui peuvent étre acquis ou partages.

Les especes du genre Enterococcus ayant la plus forte virulence sont généralement
des isolats cliniques, suivis @ moindre degré par des isolats d'origine alimentaires et
ensuite les souches des cultures starter (Busani & al., 2004 ; Ben Omar & al., 2004).

Cette virulence est déeterminée par plusieurs facteurs, par exemple :
(1) I'aptitude a coloniser le tractus gastro-intestinal, qui est I'habitat naturel ;

(2] la capacité d'adhérer a une variété de protéines de la matrice extracellulaire, incluant la

thrombospondine, la vitronectine et la lactoferrine ; et

(3] la capacité d’adhérer a I'épithélium du tractus urinaire, I'épithélium de la cavité orale et

les cellules embryonnaires rénales humaines.

La plupart des infections sont considérées comme endogene, par la translocation

des bactéries a travers les cellules épithéliales de l'intestin qui causent alors de l'infection
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via les ganglions lymphatiques et donc se disseminer a d'autres cellules dans le corps
(Franz & al., 1999).

Les facteurs de virulence associés a la pathogenese des infections a entérocoques
chez les humains sont en cours d'investigation active. Certains ont été identifiés, et leur
role a été testé dans divers modeles animaux infectés par les entérocoques, bien qu'il n’y
ait pas une certaine corrélation avec les infections humaines. Ces facteurs de virulence
peuvent étre divisés en facteurs seécrétés (cytolysine / hémolysine, gélatinase et la sérine
protéase] et des protéines ou des adhésines liees a la membrane et la paroi cellulaires
[substance d'agregation, la protéine de surface d'entérocoque (Esp), l'adhésine au

collagene d’E. faecalis (Ace), et les polysaccharides].
1.L6.1. Facteurs de virulence secrétés
1.L6.1.1. Cytolysine

La cytolysine, ou B-hémolysine (Bacteriocine), est une toxine bactérienne, a des
propriétés B-hémolytiques chez I'homme, et est bactéricide contre d'autres bactéries
Gram-positives. Les genes permettant sa production sont localisés sur des plasmides
répondant aux phéromones ou sur un ilot de pathogénie présent dans le chromosome. La
cytolysine active consiste en deux petits peptides (CylLl et CylLs). Lorsque fonctionnels, ils
sont toxiques ou lytiques pour une grande variété de cellules eucaryotes et procaryotes
(Hallgren & al.,, 2008). En plus de sa toxicité, la forme extracellulaire activee de la
cytolysine CylLs (CylLs”) induit un haut niveau d’expression des genes structuraux de la
cytolysine par un meécanisme de quorum-sensing impliguant un systeme & deux
composants (Haas & al., 2002 ; Shankar & al., 2002). La production de la cytolysine peut
étre considérée comme une stratégie bactérienne pour échapper a la réponse
immunitaire de I'héte en détruisant les cellules du systeme immunitaire, ainsi Miyazaki &
al. (1993) ont montreé que le surnageant d'une culture hemolytique de I'espece £ faecalis
a lysé les polymorphonucléaires neutrophiles (PMNs]) de souris et les macrophages. La
production de la cytolysine semble étre un facteur de risque majeur associée a des
entérocoques pathogenes, ainsi Huycke & al. (1991) ont déterminé un risque de la mort
multiplié par cing des patients dans les trois semaines de bactériémie causee par des
entérocoques B-hémolytiques, par rapport a celle causée par des souches non-B-

hémaolytiques.

La cytolysine est codée par un opéron complexe compose de huit genes (cylL/ cylLs,

cyiM, cylB, cylA, cyll, cylR1, cylRZ), avec deux promoteurs difféerents qui se chevauchent,
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assurant l'expression de cet opéron. Les genes structuraux des sous-unités de la cytolysine
(cylLl et cylLs), les genes des fonctions de modification post-traductionnelle et de sécrétion
(cyiM, cylB et cylA] et les genes de limmunité cellulaire [cyll) constituent une seule unité
transcriptionnelle. Les genes régulateurs cy/R7et cy/RFZ, sont transcrits dans le sens
opposeé en tant que seconde unité transcriptionnelle. Les sous-unités cytolysine CylLl et
CylLs sont synthétisés sous forme de préecurseurs de 68- et 63-résidus, respectivement, et
subissent une modification post-traductionnelle par le produit du troisieme géne (cy/M), qui
est un polypeptide de 993-résidus, et qui introduit des modifications caractéristiques de la

classe des bactériocines lantibiotiques. (Booth & al., 1996 ; Gilmore & al., 1994).

Les proteines CylB ont une double fonction, une comme transporteurs ABC
(Gilmore, Segarra, et Booth, 1990 ; Gilmore & al., 1994) et I'autre comme un signal
peptidase [(Havarstein, Diep, & Nes, 1995), et ces deux fonctions permettent d'exporter
les sous-unités de la cytolysine et d'éliminer par protéolyse un peptide leader de chaque
sous-unité. Les sous-unités secretées (CylLs et CylLl), qui sont encore inactives a ce stade,
nécessitent un traitement protéolytique par la protéase CylA pour donner la forme active
(CylLs et CylL:) qui est capable de lyser les cellules cibles (Booth & al.,1996). Cyll fournit
une fonction d'auto-immunité en protégeant I'espece productrice de I'activité bactéricide de

la cytolysine.

CyIR1 et CylR2, deux protéines regulatrices, régulent la production de la cytolysine
en réduisant l'expression a partir du promoteur cytolysine d'environ 40 fois. [Rumpel & al.,
2004). Un modele a été propose pour le fonctionnement de la cytolysine qui sert a relier le
détecteur des molécules inductrices CylLs" a la présence ou l'absence d'une cellule cible
appropriée (Coburn & al.,, 2004). En l'absence d'une cellule cible, CylLs" et CylLI" sont
maintenus a des concentrations basses et peuvent en outre interagir pour former un
complexe oligo-mérique insoluble qui diminue efficacement la concentration de l'inducteur
libre, CylLs”. Ainsi, en l'absence d'une cellule cible, CylLI” maintient la concentration de
CylLs” libres en solution au-dessous du niveau seuil nécessaire pour déclencher la

production de cytolysine & haut niveau.

Cependant, en présence d'une cellule cible, CylLI" se lie préférentiellement a la
membrane cible, ce qui réduit la concentration de CylLI" en solution et permet
l'accumulation de CylLs” libres & un niveau nécessaire pour activer l'expression de la
cytolysine a haut niveau. Ainsi, cela fournit un mécanisme par lequel la bactérie produit des
niveaux €leves de cytolysine seulement lorsque cela est nécessaire en détectant
simultanément les molécules inductrices CylLs” accumulées et une cellule cible par

lintermédiaire du détecteur de la membrane de CylLlI”. En outre, cela fournirait un
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mecanisme de securité supplémentaire pour que la bactérie se protege d'elle-méme

contre les effets bactéricides de la cytolysine (Gilmore & al., 2014).

Considérant le mode d’autorégulation de la cytolysine, requérant une accumulation
de CylLs” & un niveau seuil, la diffusion dans la circulation sanguine pourrait prévenir un
haut niveau d’expression dans ce milieu, rendant ainsi une hémolyse sanguine élevee peu
probable. Cependant, aux sites de coagulation intravasculaire, dans I'environnement des
valvules cardiaques, ou dans les biofilms, des microenvironnements peuvent apparaitre ou
E faecalis, et ainsi CylLs, peut s’accumuler a des concentrations suffisamment élevées

pour enclencher I'expression a haut niveau de la cytolysine (Gilmore & al., 2002).
1.L6.1.2. Gélatinase

La gélatinase est une Zinc-métalloprotéase extracellulaire qui agit sur une variéteé de
substrats tels que la chaine B de linsuline, le collagéne des tissus, le vasoconstricteur
endothéline-1, ainsi que des phéromones sexuelles et leurs peptides inhibiteurs (Waters &
al., 2003). Le géne codant pour la gélatinase (ge/E) se trouve dans un opéron avec un gene
(sprE) codant pour une sérine-protéase (Qin & al., 2000). Le séquencage du géne gelE par
Su et al. (Su & al., 1991) a montré qu'il code pour une protéine de 509 résidus prédite
pour contenir une séquence signal de 29 acides aminés suivi par 162 résidus de

proséquence et une proteine mature de 318 acides aminés avec une masse de 34.5kDa.

Les premieres etudes qui ont examiné la prévalence de la production de la
gélatinase par des isolats clinigues d’E. faecalis ont rapporté que 72% des isolats de
I'hdpital etaient positifs (Kiihnen & al., 1988), tandis qu'une étude ultérieure qui a examine
des isolats provenant simultanément des hdpitaux (clinique et fécale] et de la communauté
(fécale]) a noté une fréquence plus élevée parmi les isolats de I'hépital, par rapport aux
isolats fécaux de la communauté. Ces résultats suggerent une prolifération possible pour
un phénotype Gel+ dans le milieu hospitalier (Coque & al., 1995). Cette derniere étude a
egalement observé 'absence du phénotype Gel+ chez 46% des isolats d’'une endocardite,
suggeérant ainsi I'absence du role de cette enzyme dans cette maladie particuliere. Des
etudes ultérieures ont egalement rapporté lidentification d'une espece £ faecalis qui
portait le gene ge/E mais qui étaient phénotypiquement négatif (Eaton & Gasson, 2001 ;
Qin & al., 2000).

En outre, la présence de gelE et fsr(les genes régulateurs pour la gélatinase et la
serine protéase) chez les entérocoques peut avoir un effet sur la gravité de la maladie dans

des modeles animaux, Roberts & al. (2004) ont comparé l'incidence de ces genes chez
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des souches d’E. faecalis isolées a partir des individus sains et d'autres malades, et ont

constaté que ni /srni gelE était nécessaire pour que £. faecalis cause une infection.

Il a été montré que GelE clive la fibrine polymeérisée, ce qui suggére son importante
implication dans la virulence d'E faecalis, en effet cette protéase secrétée peut
endommager les tissus de I'h6te permettant ainsi la migration et la dissémination de la
bactérie. En plus de son réle dans la virulence, GelE peu aussi effectuer diverses
importantes fonctions de ménage pour la bactérie. Par exemple, GelE nettoie la surface de
la cellule bactérienne des protéines mal repliees et est également responsable de
l'activation d'une autolysine, qui est une enzyme (muramidase-1) deégradant Ile
peptidoglycane, aboutissant & un relachement d’ADN extracellulaire et favoriserait une
reduction de la longueur de la chaine bactérienne, et la formation de biofilm. Ainsi, ces
différentes fonctions suggerent que GelE agit afin d’augmenter la dissémination d’E
faecalis dans des environnements a haute densité cellulaire [Thomas & al., 2009). En plus
de leur fonction dans la formation de biofilm, le réle principal de la gélatinase et de la sérine
protéase dans la pathogénicité des entérocoques serait de fournir des éléments nutritifs

aux bacteéries en dégradant le tissu de I'héte (Gilmore, 2002 ; Mohamed & Huang, 2007).
1.6.1.3. Hyaluronidase

Les entérocoques peuvent produire une enzyme hydrolytique nommeée
hyaluronidase, une enzyme qui dégrade l'acide hyaluronique, qui est une composante
majeure de la matrice extracellulaire. L'enzyme dépolymérise la fraction
mucopolysaccharidique des tissus conjonctifs, facilitant par le fait méme la dissémination
des entérocoques, ainsi que leurs toxines, a travers les tissus de I'héte. Cependant, il n'y a
aucune preuve directe pour le réle de I'hyaluronidase dans les infections causées par des
entérocoques (Jett & al., 1994 ; Rice & al., 2003 ; Kayaoglu & al., 2004). Récemment, la
sequence de gene codant pour le gene AylEfm hyaluronidase a partir d'une souche d’'E
faeciurn a eté déeterminée. Ce gene Ay/présent sur le chromosome est composée de 1659
pb qui code pour une protéine putative de 533 acides aminés et qui est identique a 42% et

présente une similarité de 60% a une hyaluronidase de S. pyogenes (Rice & al., 2003).
1.L6.1.4. Les phéromones sexuelles

Les phéromones sexuelles peuvent étre considérées comme déterminants de la
virulence. Ce sont des produits de clivage des peptides signaux de 21 et 22 acides d'acide
qui sont associes a des lipoprotéines de surface de fonction inconnue (Clewell & al.,
2000). Ceux-ci, ainsi que leurs protéines d'exclusion de surface, sont impliqués dans

l'apparition des changements pathologiques tels que l'inflammation aigué (Johnson, 1994).
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lls sont chimiotactiqgues pour les PMNs humaines et de rat in vitro, et induisent la
production de superoxyde et la sécrétion d'enzymes lysosomales (Ember & Hugli, 1989 ;
Sannomiya & al., 1990 ; Johnson, 1994).

1.L6.1.5. Production de superoxyde extracellulaire et de peroxyde d’hydrogene

L'anion superoxyde est un radical de I'oxygene trés réactif qui peut engendrer des
dommages cellulaires et tissulaires dans diverses infections, incluant les maladies
inflammatoires. L'anion superoxyde et d'autres radicaux de I'oxygene exercent un effet
destructeur sur une grande variété de composeés biologiques tels que les lipides, les
protéines et les acides nucléiques [Cross & al., 1987]. La production de superoxyde
extracellulaire a été rapportée comme étant une caractéristigue commune chez les

souches d’'E. faecalis.

Parmi un total de 91 isolats clinigues, 87 produisaient lI'anion superoxyde
extracellulaire @ un niveau détectable. Les isolats associés aux bactériémies et aux
endocardites produisent du superoxyde extracellulaire de facon significativement plus

élevée que ceux isolés de selles d’individus sains [Huycke & al., 19986].

Moy & al., (2004) ont suggere que le peroxyde d’hydrogene (H:0:) peut servir comme un
facteur déterminant de la virulence qui peut endommager les cellules hétes a proximite,
mais ils ont admis que le role de peroxyde d'hydrogene dans la pathogenese de la maladie
humaine n'est pas clair. Néanmoins, Huycke & al. (2002) dans un essai du test des
cometes en utilisant des cellules ovaires du Hamster chinois et des cellules HT-29
epithéliales de l'intestin, ont montré que la souche d’£E. faecalis produisant le superoxyde et
le peroxyde d'hydrogene pourrait endommager I'ADN de la cellule eucaryote. En revanche,
un mutant avec un transposon inactiveé, et sa production de superoxyde extracellulaire
atténuée n'a pas produit le méme effet endommageant sur I'ADN. Le peroxyde d’hydrogene
(H-0:) provenant du superoxyde a eté identifi€é comme étant I'agent génotoxique reel
(Huycke & al., 2002).

11.6.2. Facteurs de virulence liés a la membrane
1.L6.2.1. Substances agrégatives

Les substances d’agrégation (SA]) sont des adhésines glycoprotéiques ancrées dans
la surface cellulaire (LPXTG] et codées par des genes portes sur des plasmides conjugatifs
repondants aux phéromones. L'expression de ces genes est induite par des phéromones
sexuelles qui sont des peptides de petite taille (7 a 8 acides aminés hydrophobes] excrétés

par les souches d’'E faecalis réceptrices dépourvus de plasmides. Ces phéromones
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interagissent avec la souche donatrice aboutissant a I'expression des substances
d’agrégation sur la surface cellulaire, ce qui favorise I'agglutination des cellules donatrices
et réceptrices par la liaison entre les substances d'agregation et un récepteur
complémentaire appelé « substance de liaison » localisée sur la surface de la cellule
receptrice [Clewell, 1993 ; Dunny & al., 1995). La formation d’agrégats au cours de la
conjugaison, facilitant ainsi le transfert des plasmides sur lesquelles les genes des
substances agregatives sont localisés, ainsi que I'adhérence aux surfaces des cellules
eucaryotes (Koch & al., 2004).

La présence de SA augmente [|'hydrophaobicité de la surface cellulaire des
entérocoques, ce qui conduit a la localisation du cholestérol aux phagosomes, et on pense
gu’il retarde ou empéche la fusion des vesicules lysosomales (Eaton & Gasson, 2002).
Une analyse par électrophorese sur gel en champs pulsés d'isolats clinigues a montré que
le géne codant pour SA n’'était pas présent chez les isolats d’£E. faeciurn (Hallgren & al.,
2008).

Les substances agrégatives présentees par les protéines Asal, Asc10 et Asp1,
codées par les genes gasa’, prgB, asp situés sur les plasmides conjugatifs pAD1, pCF10
et pAD1, respectivement, ont des sequences d'acide aminé a l'extérieur de la région
variable N-terminale hautement similaire (Galli, Friesenegger, & Wirth, 1992 ; Galli,
Lottspeich, & Wirth, 1990 ; Kao & al., 1991). Ces protéines [(adhésines), de 1296 acides
aminés ont une séquence signale N-terminale, un domaine C-terminal LPXTG ancré a la
paroi cellulaire, deux motifs Arg-Gly-Asp (RGD], et un certain nombre de domaines
déterminés expérimentalement impligués dans la formation d’agrégation et la liaison a
I'acide lipoteéichoique [ALT) (Hendrickx & al., 2009). L'expression des genes asa’, prgb,
asp? est induite par une phéromone oligopeptide autocrine, laquelle est secretee par
d’'autres entérocoques [Chandler, Hirt, & Dunny, 2005 ; Kozlowicz, Dworkin, & Dunny,
2006). L'expression de la SA a la surface de la cellule permet un contact physique étroit
entre les bactéries donneuses et receveuses, permettant ainsi un transfert, a haute
fréquence, de plasmides de virulence et de résistance aux antibiotiques. Les substances
agrégatives sont donc considérées comme un facteur de virulence important multifonction,
car elles agissent comme des adhésines et des invasines ; en outre, elles sont impliquees
dans la translocation des bactéries a lintérieur des cellules y compris les cellules

immunitaires afin de s’échapper de la réponse immunitaire.
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11.6.2.2. Protéines de surface extracellulaire

La proteine de surface d’entérocoque ou Esp, a été identifiée initialement chez une
souche d’'E faecalis tres virulente, résistante a la gentamicine, isolee a partir d'une
bactériemie. Ce sont des protéines attachées a la paroi cellulaire possédants des
caracteéristiques structurales similaires a celles des protéines de surface des autres
bactéries Gram positif, telle qu'une séquence signal de transport et une séquence
d'ancrage a la paroi cellulaire qui est légerement divergente du motif consensus LPxTG
(Shankar & al., 1999). Elles ont un poids moléculaire approximatif de 202 kDa, et sont
codées par le gene esp qui possede une taille de 5622 pb et qui est tres fréquent chez les
isolats cliniques qui sont a l'origine des infections. Il est supposé que la présence de ce
gene esp promouvoir 'adhérence, la colonisation et I'évasion du systeme immunitaire, et de
jouer un réle dans la résistance aux antibiotiqgues (Foulquié Moreno & al., 2006). Esp
contribue également a la formation du biofilm par les entérocoques, ce qui pourrait
conduire & une résistance au stress environnementale et l'adhésion aux cellules
eucaryotes telles que celles du tractus urinaire (Bergmann & al., 2004). Des études ont
montreé que la rupture du gene esp altere la capacite d’£E faecalis a former des biofilms.
Des souches £ faecalis négatives pour Esp étaient capables de produire un biofilm apres
avoir recues un transfert plasmidique du géne esp (Latasa & al., 2006). Parmi 28 isolats
cliniques d’£E faeciurn 21 isolats possedent des sequences spécifiques pour le gene esp, ce
qui laisse supposeé que ce gene et probablement lié a la pathogénicité, étant donné que les
souches isolées du lait ne le possedent pas (Mannu & al., 2003). Les souches d’E. faeciurm
posseédants le gene esp. ont des taux de conjugaison plus élevés que les souches qui ne le
possedent pas, et elles ont montrés egalement une résistance élevee a l'ampicilline, la

ciprofloxacine et l'imipeneme (Billstrém & al., 2008).

La protéine Esp présente une similarité structurelle parfaite a la protéine R28 de
I'espece Streptococcus pyogenes (Stalhammar-Carlemalm & al., 1999), aux protéines Rib
et C-alpha de Streptococcus agalactiae (Michel & al., 1991) et a la protéine Bap associée
a la formation de biofilm par Staphylococcus aureus [Cucarella & al., 2001). Cette
similarité est limitée a une région hautement conservée dans les unités répétitives C de la
protéine Esp, correspondant & des regions du groupe A et B au sein des proteines
streptococciques, tandis que la similarité avec Bap est limitée a la région N-terminale non-

repetee.
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1.6.2.3. Protéines de liaison au collagéene

L'attachement des bactéries aux composantes tissulaires et cellulaires de I'hote,
telles que la matrice extracellulaire [(MEC), est une premiere étape importante du
processus d'infection. Plusieurs études ont rapporté la capacité de certains £ faecalis
isolés a adhérer a un certain nombre des proteines de la matrice extracellulaire (MEC), tels
gue le collagene, la laminine, le fibrinogene, la fibronectine, la lactoferrine, la vitronectine et
la thrombospondine, mais la plupart de ces études sont en accord que l'adhésion a ces
protéines /n wvitro n'est relativement présente que chez peu d'isolats. Des recherches
ultérieures sur des génes qui codent pour des adhésines potentiels, en exploitant la
premiere séquence du génome disponible d’'E faecalis (souche V583]) ont conduit a la
découverte de I'adhésine Ace (adhésine du collagene d'E faecalis), la premiere MSCRAMM
[composants de surface microbienne reconnaissant les molécules adhésives de la matrice]
ayant ete decrite chez les entérocoques, et permet la liaison au collagene de type l et IV, a
la laminine et a la dentine. Acm (adhésine du collagene d’'E faecium) interagit avec le
collagene de type |, et & un moindre degré, au collagene de type IV. Les adhésines au
collagene d’'E faecalis (Ace) et d’'E faeciurn [Acm) Ace et Acm sont des adhésines qui
montrent eégalement une similarité structurale aux MSCRAMMs des autres bactéries
Gram positives (Rich & al, 1999 ; Nallapareddy & al., 2003).

L'organisation structurale de l'ensemble Ace et Acm est similaires en ce qgu'ils
contiennent une séquence peptide signal en position N-terminale suivi d'un domaine A de
liaison de haute affinité au ligand, consistant en un ou plusieurs variant de repliement de
type (IgG) immunoglobuline, un domaine réepété B, et un signal d’ancrage a la paroi
cellulaire de type LPxTG en Cterminale (Nallapareddy & al., 2003). L'activité de liaison au
collagene de ces protéines se trouve dans le domaine A. Etant donné que ces protéines
contiennent aussi des motifs répétitifs et le nombre de répétitions peut étre modifié, ces
protéines peuvent egalement étre impliquées dans I'échappement de la réponse
immunitaire par des mécanismes similaires a ceux proposés par Shankar & al. (1999)

pour I'Esp.

Dans une analyse récente par cytomeétrie en flux des bactéries récoltées a partir
d'une endocardite due aux végétations infectées par £ faecalis, la protéine Ace s’est
trouvée présente chez 40-45% des bactéries, ce qui a confirmeé la production d’Ace /n vivo
(Singh & al., 2010]. Bien que les détails des voies de regulation qui contrélent I'expression
du gene ace sont colossalement inconnues, I a €été montré que le régulateur
transcriptionnel Ers contréle négativement le gene ace en se liant a son site promoteur.

Cette étude a également indiqué que les sels biliaires est un facteur ou stress qui
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augmente la production des ABNm d’Ace. Méme si les détails moléculaires restent non
caractérisés, il a été proposé que cet effet des sels biliaires peut étre meédié par la

dérégulation des ers (Lebreton & al., 2009).

Plus récemment, Pinkston & al. (2011) ont rapporté que la gélatinase clive
spécifiguement Ace de la surface cellulaire dans les étapes subséquentes de croissance in
vitro, ce qui fournit au moins une explication pour la détection précédente de faibles niveaux
d'Ace de surface et de collagene d’adhérence dans ces conditions. Par ['utilisation d'un
mutant 7srB, il a été également montré que I'exposition d’Ace sur la surface est réglée par
le systeme Fsrvia l'activité de la gélatinase, ce qui démontre un lien entre I'adhérence au
collagene meédiee par I'Ace d'E faecalis et le réseau de régulation multi-cibles Fsr de

communication (quorum-sensing]) (Bourgogne & al., 2006 ; Pinkston et al., 2011).

Singh et al. (2010) ont démontré limportance d'Ace dans le rdle de la
pathogeénicité d’£E. faecalis dans I'endocardite en montrant que la suppression du gene ace
conduit a une atténuation significative de l'endocardite expérimentale de rat, alors
gu'aucune différence n'a été observée dans un modele de péritonite. En outre, Ace joue un
role important dans le stade précoce d'attachement d'une endocardite, en plus d'étre
exprimee /1 vivo sur la surface cellulaire d 'E faecalis dans les végetations infectées. Enfin,
la vaccination avec un vaccin recombinant du domaine A d’Ace de liaison au collagéne, ainsi
gue limmunisation passive avec des anticorps anti-domaine A d’Ace, les deux ont attribués
une protection contre l'endocardite et réduisant la colonisation par £ faecalis des

végetations dans un modele de souris (Singh & al., 2010].

Ceci est en accord avec l'inhibition efficace précédemment montree /7 vitro de
I'adhérence au collagene et/ou a la laminine par des anticorps polyclonaux et monoclonaux
anti-domaine A d'Ace (Hall & al., 2007 ; Nallapareddy, Qin & al., 2000 ; Nallapareddy &
al., 2000). Ces resultats suggerent qu'Ace, qui a également eté trouve pour étre
immunogenes chez 'homme [Nallapareddy & al., 2000), pourrait étre une cible utile pour

les stratégies immunoprophylactiques ou thérapeutiques (Singh & al., 2010].
1.L6.2.4. Antigene A d’E. faecalis ( EfaA)

EfaA est un antigéne de surface d’E. faecalis important, il a été identifié en utilisant
des sérums provenant des patients atteints d'endocardite provoquée par £ 7faecalis [Lowe,
Lambert, & Smith, 1995). Le gene efaA est le troisieme gene d'un opéron a trois genes,
efaBCA, qui est prévu pour coder des composants d'un transporteur de type ABC, avec
EfaA présumé en tant que composant de liaison au substrat lipoprotéiqgue (Low & al.,

2003). EfaA a montré une forte homologie avec un groupe de protéines transporteurs
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ABC tels que FimA, SsaB, ScaA et PsaA des streptocoques, dont certains ont également
eté identifiés comme étant des adhésines importantes de surface ou en tant que facteurs
associes a l'adhésion ou la pathogenése [Andersen, Ganeshkumar, & Kolenbrander,
1993 ; Kolenbrander & al., 1998).

Singh et al ont donné preuve de I'implication préalable de EfaA dans les infections a
E faecals, ils ont montré dans un modele expérimental de péritonite que les souris
infectées par un mutant isogénique d’'£E. faecalis OG1RF avec le géne efaA inactive, avaient
une survie significativement prolongée, par rapport a ceux qui sont infectés par la souche
mere de type sauvage (Singh & al., 1998). Le dépistage de la prévalence du gene efad a
montreé sa présence ubiquitaire dans presque tous les isolats d’£E. faecalis et on a identifié
un homologue qui est aussi répandu chez £ faecium (Eaton & Gasson, 2001 ; Singh & al.,
1998).

Low et al ont rapporté que la production d’EfaA est régulée positivement in vitro
lorsque la concentration du manganese (Mn*™) environnementale est faible. lls ont proposé
qgue l'opéron efaBCA code une permeéase a haute affinité au manganese qui est exprime
dans les tissus ou le sérum ou Mn™, un micronutriment important pour £ faecalis, n'est
pas librement disponible, ce qui explique limportance de EfaA pour linfection des tissus
hétes humains (Low & al., 2003).

1.L6.2.5. Les pili associés au biofilm et a I'endocardite (Ebp)

Les pili sont des fibres multimériques de protéines de surface LPXTG. lls sont
polymeérisés par une sortase de classe C pour étre ensuite immaobilisés de facon covalente
au peptidoglycane de la paroi cellulaire par une sortase de classe A. Bien que les
structures filamenteuses ressemblant a des pili ou fimbriae ont été observées par
microscopie electronique dans les études sur les entérocoques par Handley et Jacob dans
les années 1980 (Handley & Jacob, 1981), la base génétique et structurale des pili des
entérocoques est demeurée inconnue jusqu'a la découverte d'un locus a trois genes
ebpABC et un gene bps adjacent situé en aval codant pour une sortase (sortase associée
au biofilm et au pili), qui sont nécessaires pour l'assemblage des pili sur la surface de la
souche £ faecalis OG1RF (Nallapareddy & al., 2006).

Le premier indice de limportance du pili Ebp dans la virulence des entérocoques a
ete tiré de la constatation des concentrations €levées des anticorps contre les proteines
recombinantes correspondant aux trois sous-unités structurelles des pili, EbpA, EbpB et

EbpC, dans le serum des patients atteints d’'une endocardite a £ /aecalis, une constatation
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qui implique gu'ils sont exprimés in vivo et sont immunogenes chez I'hdte humain (Sillanpaa
& al.,, 2004).

L'adhérence de la plupart des isolats d’£. faecalis a plusieurs protéines de la matrice
extracellulaire de I'hote est renforcée par la croissance en présence de serum. Cependant,
la suppression des genes ebpABC a presque éliminer |'adhésion induite par le sérum de la
souche £ faecalis OG1RF au fibrinogene, un composant majeur de la matrice
extracellulaire et du sérum [Nallapareddy & al., 2011), alors qu’aucun effet sur I'adhésion
a la fibronectine n’a été observé. L'implication des pili Ebp dans I'adhésion au fibrinogéne a
eté confirmée par la complémentation et l'inhibition de I'adhérence au fibrinogene des
OG1RF par des anticorps contre les trois pilines ebp ; les derniers résultats ont également
souligné la possibilité d'utiliser des anticorps anti-ebp pour limmunisation contre les

infections a £. faecalls.

Dans le cas de I'espéce £ faecalis, 'assemblage du pilus Ebp est dépendant de la
sortase SrtC, tandis que son expression est dépendante du gene régulateur
transcriptionnel, epbH (Bourgogne & al., 2007). Il semblerait que les sous-unités majeures
des pili, chez £ faecalis et E. faecium, sont les protéines EbpC, PilA et PilB tel qu’'observe
par microscopie a transmission immunoeglectronique. Par contre, ce ne seraient pas tous
les entérocoques observes qui exprimeraient le pilus. Les différences dans I'expression du
pilus a la surface des bactéries laissent suggérer qu’'un mecanisme épigenétique serait
impliqué, tels que pour les pili associees a la pyélonéphrite chez Escherichia coli(Hernday &
al., 2002).

1.L6.2.6. Acide lipotéichoique

L’acide lipotéichoique [ALT), est une adhésine amphiphile associée a la membrane.
Cette adhésine est un facteur de virulence potentiel et partage plusieurs propriétés
pathophysiologiques du lipopolysaccharide (LPS) des bactéries a Gram négatif. L'ALT est un
polymere compose d’'une chaine de polyglycérolphosphate hydrophile liée par un pont ester
a une queue de glycolipide hydrophobe. Chez les entérocoques, ces molécules de surface

semblent étre identiques a I'antigéne de groupe D (Wicken & al., 1963).

En 2004 Hufnagel et ces collaborateurs ont proposé un nouveau schéma de
typage, qui classe la majorité des souches d’E. faecalis testées dans I'un des quatre types :
CPS-A, B, C ou D. Les souches de sérotypes A et B ne contenaient que les genes cposAB
dans leur locus capsule, tandis que les souches de sérotypes C et D possedent huit a neuf

genes supplémentaires (Hufnagel & al., 2004).
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D'autres travaux ont deéfini les souches de sérotypes CPS-C commme contenant le
géne cpsF, qui code pour une enzyme de glycosylation ne se trouve que dans la capsule
CPSC (Thurlow, Thomas, & Hancock, 2009). En se basant sur la purification des
composants de la capsule d'une souche de sérotype A, il a été admis que les serotypes A
et B possédaient un polysaccharide capsulaire d'une nature chimique differente de celle
des serotypes C et D, (Wang & al., 1999). Tandis que, une autre recherche a montré que
cette matiere était en fait un acide lipotéchoique qui avait été modifié par inattention durant
la procédure de purification (Theilacker & al., 2006). Les antiserums contre les serotypes
A et B contiennent des anticorps reconnaissants I'ALT, qui est accessible, car ces souches
ne possedants pas de capsule (Huebner & al., 1999 ; Theilacker & al., 2006 ; Theilacker
& al,, 2011 ; Thurlow, Thomas, & Hancock, 2009).

L’acide lipotéchoique d’E. faecalis est un composant important de la paroi cellulaire
qui influe sur la facon dont le systeme immunitaire reconnait l'infection. Les anticorps
dirigés spécifiguement contre les ALT ont donné lieu & la mort opsonique (Huebner & al.,
1999 ; Theilacker & al., 2011), et sont protecteurs dans un modele de souris atteinte
d’'une infection a entérocoques (Huebner & al., 2000). Toutes les souches d’'E faecium
sequencees contiennent des homologues cpsAB, mais pas les autres genes de la capsule,

ce qui suggere que ces souches sont incapables de produire une telle capsule.
1.L6.2.7. Capsule (hydrate de carbone variable)

Plusieurs études ont démontré que la meéthode importante de la clairance
immunitaire des entérocoques est I'opsonisation mediée par les neutrophiles, avec ou sans
la participation du complément. Cependant, certaines souches ont eté signalées d’étre
résistant a l'opsonisation, et un polysaccharide, peut-étre un composant capsulaire, a éte
identifie par plusieurs observations indirectes comme le meédiateur de la résistance
(Arduino, Murray, & Rakita, 1994 ; Huebner & al., 1999 ; Rakita & al., 2000 ; Rakita &
al.,, 1999). Par exemple, I'exposition de la souche d’'£. faeciurm DO (également connu sous le
nom TEX16) au periodate de sodium, mais pas les protéases ou les phospholipases,
élimine la résistance a |'opsonisation (Arduino, Murray & Rakita, 1994). Néanmoins, des
anticorps dirigés contre cette souche, et ciblant la fraction des carbohydrates, ont aussi
eliminé la résistance opsonique, ce qui a rétabli le pouvoir des neutrophiles a éliminer cette
souche (Rakita & al., 2000].

L'identification d'une capsule d’£E. faecalis a été obtenue par purification d'un hydrate
de carbone qui a été localisée a la surface de la bactérie lors de I'utilisation d'anticorps

specifiques. Un locus génetique cps (polysaccharides capsulaires), code les genes
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nécessaires pour produire ces hydrates de carbone, a également été identifié [Hancock &
Gilmore, 2002). Une souche ayant une mutation isogenique dans l'un des genes (cps/) est
plus sensible a la destruction opsono phagocytaire par les neutrophiles et fut compromise
de sa capacité a persister dans les ganglions lymphatiques de la souris, ce qui montre que
la capsule contribue a la virulence chez la souche OG1RF. De plus, lorsque des anticorps
specifiques aux capsules ont eté inclus dans l'essai de phagocytose, les souches d'E
faecalis productrices de capsules ont été détruites plus efficacement, ce qui suggere que
ces anticorps pourraient avoir des indications thérapeutiques (Hancock & Gilmore, 2002).
Cela laisse suggérer que la présence de la capsule est associée a une lignée pathogene

d’E. faecalls.

1.6.2.8. Polysaccharide commun de la paroi cellulaire : Epa, antigéne polysaccharidique

des entérocoques

L'existence d'un polysaccharide de paroi cellulaire qui est commun & toutes les
souches d’E. faecalis a été d'abord détectée par une étude de dépistage des antigenes
communs produits lors des infections humaines par £ fasecals. Une étude de
caractérisation de cet antigene a pu démontrer, en introduisant le fragment d’ADN
d’intérét provenant de la souche £ faecalis OG1RF dans une souche d’'E col, qu'il y avait
expression d’'un produit résistant a la protéinase K et que ce produit consistait en un
hydrate de carbone. Le séquencage du gene epa a permis de démontrer I'implication de ce
gene dans la biosynthése et I'exportation de polysaccharides (Xu & al., 1997 ; Xu, Murray
& Weinstock, 1998).

Une caracteérisation ultérieure a défini les genes impliqués dans la production du
polysaccharide Epa comme gpaA-epak, qui correspond a EF2198-EF2177 dans le génome
de la souche V583 (Teng & al., 2009). Un locus epa similaire existe chez toutes les
souches séquenceées d’£E faecium, sauf que les trois genes (epal epad. epaK) sont
manquants (Hancock & Gilmore, 2002 ; Xu, Murray, & Weinstock, 1998 ; Xu & al.,
2000).

La perte du polysaccharide Epa a donné lieu a des phénotypes de virulence atténuée
dans une variété de modeles et d'essais, ce qui suggere que ce polysaccharide contribue
aux proprietés pathogenes d’£E. faecalis. Des mutants par insertion dans les genes epaB et
epak ont entrainé une atténuation de la mort dans un modele de péritonite de souris avec
une augmentation de deux a trois fois plus de la DLs (Xu & al., 2000). Ces deux mutants
étaient également plus sensibles a la phagocytose et a la mort médié par les neutrophiles,

ce qui suggere que ce polysaccharide de la paroi cellulaire permet a £ faecalis de s’évader
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du systeme immunitaire (Teng & al., 2002). Ce polysaccharide peut aussi contribuer a la
colonisation et a l'invasion des tissus, ainsi les mutants gpa sont en outre déficient en la
formation de biofilm sur une surface en polystyrene (Mohamed & al., 2004) et la
translocation a travers une couche monocellulaire polarisée des cellules épithéliales du
colon (Zeng & al., 2004).

I.7. Antibiorésistance chez les entérocoques

L'importance clinique du genre Enterococcus est directement liee a sa résistance
aux antibiotiques, ce qui contribue au risque de colonisation et a l'infection. Les especes
cliniguement plus importantes sont Enterococcus faecalis et Enterococcus faecium. Bien
gue les caractéristiques de résistance de ces deux especes different de facon importante,
ils sont soit intrinsequement reésistants, et les genes de résistance sont situés sur le
chromosome, ou ils possedent des déterminants de résistance acquise qui sont situés sur
des plasmides ou des transposons (Clewell, 1990 ; Murray, 1990). La résistance
intrinseque aux antibiotiques comprend la résistance aux céphalosporines, B-lactamines,
sulfamides et aux faibles concentrations de clindamycine et des aminoglycosides, tandis
gue la résistance acquise comprend la résistance au chloramphénicol, a I'érythromycine, a
des concentrations élevées de clindamycine et aminoglycosides, a la tétracycline, a des

concentrations élevées de B-lactamines, aux fluoroquinolones et aux glycopeptides tels que

la vancomycine (Murray, 1990 ; Leclercq, 1997).
1.7.1. Mécanismes moléculaires de la résistance des entérocoques aux antibiotiques

Beaucoup d'efforts ont été consacrés a la compréhension des meécanismes

moléculaires de la résistance des entérocoques.

Comme indiqué précédemment, les entérocoques présentent une resistance
significative @ une grande variété d'agents antimicrobiens. Certainement cette résistance
est presque pertinente dans la plupart des contextes écologiques naturels occupés par les
entérocoques. Comme commensaux normaux du tractus gastro-intestinal humain, les
entérocoques sont régulierement exposés & une myriade d'antibiotigues au cours des
soins medicaux, et la résistance des entérocoques joue un rdle clé dans la dynamique
ecologique qui se produit pendant et apres un traitement aux antibiotiques. En outre, leur
résistance a confondu les efforts déployés par la médecine moderne pour faire face aux

infections causées par les entérocoques.
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Figure 6 : Les mécanismes essentiels de la résistance des entérocoques aux antibiotiques
(Arias & Murray, 2012).

1.7.1.1. La résistance intrinséque

Laquelle est codée dans le génome de tous les membres de I'espece, elle differe de
la résistance acquise, en ce que cette derniere est présente chez seulement quelques
membres de l'espece et est obtenue par transfert horizontal d'éléments génetiques

mobiles (ou via sélection lors de 'exposition aux antibiotiques).

La résistance intrinseque modérée réfere a une tolérance de la bactérie face a un
antibiotique (exemple : CMI/CMB béta-lactamines =2 32 pug/ml chez I'espece E. faecium).
Cette résistance intrinseque & plusieurs antibiotiques peut avoir engendré un avantage
cumulatif des entérocoques dans 'acquisition de genes codant pour de la résistance a de
fortes concentrations envers d’autres antimicrobiens [Tannock & Cook, 2002). Il faut

noter que ce n’est pas toutes les especes d’Enterococcus ont des résistances intrinseques

(ex.: E durans).

Les entérocoques sont beaucoup plus résistants de facon intrinseque envers les
antimicrobiens que d’autres bactéries a Gram-positif cliniquement importantes, mais la
raison de cette observation est encore mal connue. Une des hypotheses est que cette

résistance naturelle résulterait de leur besoin de survivre et de persister dans des
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ecosystemes, hautement compeétitifs et potentiellement défavorables, tels que le tractus
gastro-intestinal (Tannock & Cook, 2002). Le tableau suivant montre les différents

meécanismes utilisés par les entérocoques pour résister aux antibiotiques.

Tableau 8 : Résistance intrinseque aux antimicrobiens chez les entérocoques (Tremblay,

2012).
Antimicrobiens Meécanisme de résistance intrinseque
Béta-lactamines Surproduction de PLP de faible affinité et/ ou diminution d’affinité

pour la liaison des béta-lactamines

Aminoglycosides Membrane cellulaire imperméable, faible entree, et manque
d’une chaine de transport d’'électrons

Clindamycine et lincomycine Faible entrée et faible perméabilité
(E. faecalis)
Quinolones Faible perméabilité, entrée réduite et environnement anaérobie
Triméthoprime- sulfaméthoxazole Résistance /n vivo par I'utilisation de folates exogénes
Streptogramines A Entrée réduite par transporteur ABC
(E£. faecalis)
Glycopeptides Présence d'une ligase D-Ala-D-Ser (phénotype VanC])

(E. gallinarum et E. casseliflavus)

1.7.1.2. Résistance aux B-lactamines

Les antibiotiques de la famille des béta-lactamines inhibent la croissance des
bactéries en servant de substrats de suicide pour la D, D-transpeptidases (également
connu sous le nom de protéines de liaison a la peéniciline ou PLP) qui catalysent la
réticulation des chaines peptidiques latérales du peptidoglycane au cours de la synthese de
ce dernier. Une fois modifiés par un antibiotique du type béta-lactame, les PLPs sont
inactives, ce qui empéche la synthese continue de la paroi cellulaire. Les entérocoques sont
intrinsequement insusceptibles aux béta-lactamines, mais le degreé de l'insusceptibilité varie
entre les différentes classes de béta-lactamines et entre les especes des entérocoques :
les pénicillines ont le plus d'activité sur les entérocoques (et £ 7faeciurn est intrinsequement
un peu plus résistante qu'E faecalis), les carbapénemes un peu moins, et les
céphalosporines présentent la moindre activité. Ce spectre d'activité se traduit par l'utilité
de ces médicaments pour le traitement, dans la mesure ou I'ampicilline reste une thérapie
efficace contre les infections aux entérocoques susceptibles, cependant les
cephalosporines sont totalement inefficaces contre les entérocoques. En fait, 'utilisation
antérieure des ceéphalosporines est un facteur de risque majeur pour l'acquisition d'une

infection a entérocoques [Shepard & Gilmore, 2002).
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La non susceptibilité intrinseque des entérocoques aux béta-lactamines implique la
production de la protéine (Plp3] a faible affinité de la classe B des protéines de liaison a la
peénicilline, un orthologue de la proteine (Plp2a) a faible affinité qui est exprimée par des

isolats de Stgphylococcus aureus résistants a la méthicilline (Gonzales & al., 2001).

En raison de son affinité relativement faible pour les béta-lactamines, la protéine
PIpS codée par un gene chromosomique est capable d'effectuer la synthese du
peptidoglycane a des concentrations des antibiotiques béta-lactames qui saturent tous les
autres PLPs des entérocoques [Canepari & al., 1986), et elle est donc nécessaire pour la

résistance aux béta-lactamines (Arbeloa & al., 2004 ; Rice & al., 2005).

Plp5 est nécessaire aussi bien pour la résistance intrinseque caractéristique des
entérocoques aux béta-lactamines, tels que leur résistance intrinseque a la céphalosporing,
ainsi que pour la résistance acquise aux membres de la famille des béta-lactamines (par
exemple l'ampiciline), a laquelle autrement les entérocoques sont cliniqguement

susceptibles.
1.7.1.2.1. La résistance a I'Ampicilline

Les modifications de PIpb sont associées a une résistance accrue aux béta-
lactamines, tels que l'ampicilline. Par exemple, le géne codant la proteine PlpS trouvé chez
les souches nosocomiales résistantes a l'ampicilline d’£. faeciun differe de 5% du gene
correspondant des souches susceptibles a l'ampiciline associées a la communauté
(Garnier & al., 2000]). La plupart des éetudes faisant état d'une association entre des
mutations sur le PlpS et la résistance a l'ampicilline accrue ont été effectuées sur des
isolats cliniques non isogéniques, chez lesquels autres facteurs inconnus que le PlpS
peuvent influencer la résistance. Pour contourner cette limitation, Rice et ses collegues ont
utilisé un systeme plasmidique d'expression de pjp5 pour investiguer limpact des
substitutions des acides aminés speécifiques dans Plp5 sur la résistance a I'ampicilline (Rice
& al.,1991).

Des substitutions qui avaient été précédemment impliqués comme contribuant a la
résistance a l'ampicilline dans des souches cliniques conferent des niveaux modestes de
résistance lorsqu'elles sont exprimées a partir du géne p/jp5 d’'origine plasmidique dans un
héte £ faeciurm autrement susceptible, fournissant ainsi une preuve directe de leur

influence.

Des combinaisons de mutations ponctuelles, en particulier Plpd M485A avec une

insertion de Ser a la position 466, ont donné lieu a des niveaux de résistance
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substantiellement accrue. En outre, une corrélation a été établie entre I'affinité a la liaison
aux antibiotiques, des mutants recombinants PlpS purifies, avec le degré de résistance
fournie par ces alleles. Une autre étude a revélé que le facteur déterminant pjp5 d’origine
chromosomique peut étre transféré entre les souches d’'£. faecium par conjugaison, ce qui
suggere un mecanisme par lequel la résistance aux concentrations élevées d'ampicilline
attribuée par les alleles mutants pjp5 pourrait étre diffusée aux isolats cliniques (Rice,
2005). Bien que le mécanisme de transfert conjugatifs n'a pas été établi dans cette étude,
un meécanisme plausible pourrait impliquer la mabilisation médiee par des plasmides
conjugatifs co-intégrées des entérocoques, comme decrit récemment chez £ faecalis
(Marshall & al., 2002). Pareillement a £ faecium, des mutations dans PlpS des isolats
clinigues d’E faecalis peuvent egalement conduire a une reésistance accrue aux

antibiotiques béta-lactames, tels que l'imipeneme et I'ampicilline (Oyamada & al., 2006).
1.7.1.3. La résistance aux aminoglycosides

Depuis la découverte de I'effet synergique d'une combinaison de streptomycine et
de la pénicilline sur les entérocoques dans les annees 1940, les aminoglycosides ont éte
les antibiotiques de choix et les plus importants dans le traitement des infections aiglies
dues aux entérocoques (Eliopoulos & al., 1990). A partir du milieu des années 1970, le
développement progressif de la résistance aux aminoglycosides a servi comme une

illustration de la plasticité génétique des entérocoques.

Les aminoglycosides agissent en se liant a I'ABNr 16S de la sous-unité ribosomique
30S et dinterférer avec la synthése des protéines. Les entérocoques présentent
généralement un niveau modeéré de résistance intrinséque aux aminoglycosides qui a éte
attribué a une mauvaise absorption des antibiotiques. Par exemple, I'analyse des mutants
sélectionnés qui présentaient une résistance accrue a la gentamicine in vitro a suggére
gue les troubles de l'absorption de la gentamicine peuvent contribuer directement a une
résistance accrue, bien que les mutations ou les genes responsables de l'altération de
l'absorption ne sont pas clairement identifiés. Nonobstant, certaines données suggéerent
qgue d'autres meécanismes peuvent contribuer a, ou méme étre principalement responsable
de la résistance intrinseque de certains entérocoques aux aminoglycosides (Aslangul & al.,
2006).

A cette fin, I'acquisition des enzymes modifiant les aminoglycosides codées par des
genes portes sur des plasmides ou des transposons, tels que les phosphotransferases, les
acetyltransférases et les nucléotidyltransférase, a été bien illustrée. De nos jours, la

résistance a de hauts niveaux de la streptomycine est relativement commune, constituant
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environ 30-50% des isolats [McCracken & al. 2013]. Les deux £ faecium et E. faecalis ont
acquis une 3' phosphotransferase codée par un gene situé dans un plasmide, qui confere
une résistance a de hauts niveaux de kanamycine et élimine la synergie avec la pénicilline /
amikacine, en dépit de la résistance de bas niveau a ce dernier. La résistance de haut
niveau a la gentamicine est eégalement un probleme commun dans le monde entier, ce qui

représente jusqu'a 55% des isolats cliniques d'entérocoques.
1.7.1.4. La résistance aux glycopeptides

Les glycopeptides tels que la vancomycine, la teicoplanine et leurs deérivés plus
récents sont utilisés pour traiter les infections graves dues aux bactéries Gram positives
résistantes. Les glycopeptides inhibent la croissance bactérienne en interférant avec la
biosynthese du peptidoglycane, par la formation des complexes avec les terminaisons
peptidiques de peptidoglycane D-Ala-D-Ala sur la surface externe de la cellule, ce qui
empéche les enzymes biosynthétiques de la paroi cellulaire (c'est-a-dire les PLP) de les
utiliser comme substrats pour la transglycosylation et la transpeptidation, et donc une

altération de l'intégrité de la parai cellulaire.

Neuf clusters de genes distincts conférant une résistance aux glycopeptides ont eté
décrits chez les entérocoques. Ces déterminants different les uns des autres a la fois
génetiguement et phénotypiguement, en fonction de leur emplacement physique (codé sur
un élément génétique mobile ou dans le génome]) ; les glycopeptides spécifiqgues auxquels ils
conferent une résistance (souvent distingués sur le plan opérationnel comme fournissant
une résistance a la fois a la vancomycine et a la teicoplanine, ou fournissant une résistance
a la vancomycine, mais non a la téicoplanine] ; le niveau de résistance qu'ils conferent ; si la
résistance est exprimée par voie inductible ou constitutive ; et le type de précurseur de

peptidoglycane produit par leurs produits géniques.

Les groupes de genes van codent plusieurs fonctions : (1) un module de régulation, a
savoir un systeme de transduction de signal a deux composants qui est responsable de la
détection de la présence de glycopeptides et de I'activation de I'expression des genes de
résistance dans des types de van inductible ; () les enzymes qui produisent les
précurseurs de peptidoglycane modifiés, y compris la machinerie enzymatique qui est
nécessaire pour produire le substitut approprié (D-Lac ou D-Ser) et une ligase qui fusionne
D-Ala avec D-Lac ou D-Ser pour faire le dipeptide correspondant qui peut étre incorpore
dans des precurseurs de peptidoglycane via la machinerie biosynthétigue normale de la
cellule ; et (lll) les D, D-carboxypeptidases qui éliminent l'un de précurseur de

peptidoglycane normal (non modifié) synthétisé par le mécanisme biosynthétique naturel de
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la cellule, assurant ainsi que presque tous les précurseurs atteignant la surface cellulaire

sont de la variété modifiée.

Les groupes de génes de van sont generalement désigneés par les noms donnés aux
ligases qu'ils codent (vanA, vanB, vanC, et ainsi de suite). Les types vanA et vanB sont les

plus fréquents parmi les isolats cliniques et ont été largement étudiés en détail.

Le facteur VanA confére un niveau élevé de résistance a la vancomycine et a la
teicoplanine. VanA est typiquement codé sur Tn1546 ou des transposons apparentés, et
comprend sept trames de lecture ouvertes transcrites a partir de deux promoteurs
seéparés. L'appareil de régulation est codé par le systeme & deux composants vanA
(régulateur de réponse] et vanS (capteur kinase), qui sont transcrit a partir d'un promoteur
commun, tandis que les autres genes sont transcrits a partir d'un second promoteur. Les
produits génétiques qui spécifient la production des précurseurs de peptidoglycane
modifies comprennent VanH [déshydrogénase qui convertit le pyruvate en lactate) et VanA
(ligase qui forme le dipeptide D-Ala-DLIac). Les peptidases VanX (dipeptidase qui clive D-Ala-
D-Ala) et VanY (D, Dcarboxypeptidase) servent a éliminer les précurseurs naturels du
peptidoglycane de la cellule. Le 7e gene, vanZ, est souvent appelé une fonction « accessoire

», mais son role dans la résistance n'est pas entierement compris.

Le locus vanB confére une résistance modérée a élever a la vancomycine, mais
n'est pas induit par la téicoplanine, vanB est habituellement acquis sur des transposons de
type Tn5382 / Tn1549, qui se produisent sur des plasmides ou dans le chromosome de

I'héte.

L'organisation génétique de vanB est semblable a celle de vanA, en ce gu'elle
contient deux promoteurs distincts transcrivant sept cadres de lecture ouverts, mais il
existe quelques difféerences significatives. Par exemple, bien que vanB encode un systeme a
deux composants (nommeé vanAB et vanSE), ce systeme de signalisation est
considérablement différent de celui codé dans vanA. vanB code pour des homologues de
VanH et de la D-Ala-D-Ala ligase (codee par vanbB), ainsi que des peptidases (VanX et VanY).
Cependant VanB manque d'un homologue de VanZ, et au lieu de cela code une protéine

nommee Van\W, dont le role dans la résistance n'est pas clairement compris.
1.7.1.5. La résistance a la daptomycine

La daptomycine est un antibiotique lipopeptidique avec une puissante activité
bactéricide in vitro contre les bactéries Gram positives. Son mécanisme d'action n'a pas

eté élucidé clairement, mais on pense gu'il impligue une insertion dépendante du calcium
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dans la membrane cytoplasmique suivie par une dépolarisation membranaire, une
libération d'ions potassium intracellulaire et une mort cellulaire rapide (Alborn, & al., 1991,
Matsumura & Simor, 1998, Silverman & al., 2003).

Parce que son mécanisme d'action est distinct de ceux d'autres antibiotiques, la
daptomycine est utile pour le traitement des infections causées par des souches Gram
positives multirésistantes. La résistance a la daptomycine a été observée dans les isolats
cliniques apres la thérapie par la daptomycine, habituellement a la suite de mutations dans

les genes chromosomiques (Galimand, et al., 2011).

Le développement de la résistance a la daptomycine semble étre associé a des
changements ultrastructurals profonds de I'enveloppe cellulaire et de I'appareil septal, bien
gu'il reste peu clair si ces changements sont fonctionnellement importants pour la
résistance ou simplement une conséquence accidentelle des mutations. LiaF fait partie du
systeme de régulation LiaFSR & trois composants, qui est connu pour coordonner la
reponse de l'enveloppe cellulaire aux antibiotiques et aux peptides antimicrobiens dans
certaines bactéries Gram positives, ce qui suggere que les perturbations dans l'activité de
ce systeme de signalisation peuvent modifier les propriétés de I'enveloppe de telle sorte
gue la daptomycine ne peut plus interagir avec, ou s'inserer dans la membrane de maniere

efficace.

Dans des études paralléles, Palmer et ses collaborateurs ont systématiquement
choisi cas par cas les variantes d'£E. faecalis résistantes a la daptomycine in vitro [Palmer,
Kos, & Gilmore, 2010]) et ont caractérisé lordre d'apparition des mutations
correspondant & une résistance accrue a la daptomycine. La comparaison des séquences
génomiques entieres a identifie des mutations dans sept genes, dont c/s, rpo/V et des
genes supplémentaires dont les fonctions cellulaires dans d'autres contextes n'ont pas été

établies.

Le transfert de l'allele mutant c/s a une souche £ faecalis sensible confere une
résistance accrue a la daptomycine, ce qui prouve sans ambiguité que la mutation c/s est

suffisante pour la résistance.
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lIl.1. Etude physicochimique et microbiologique du lait de chamelle

Le lait de chamelle comme tous les autres types de lait est un milieu propice pour le
développement de plusieurs microorganismes. Cependant, i| se caractérise par une
composition biochimique et des parametres physiques qui influent sur les types de

microorganismes qui peuvent le peupler par rapport aux autres laits.

De ce fait, on se propose ici d’avoir une meilleure connaissance des caractéristiques
physicochimiques et micrabiologiques du lait de chamelle produit dans la région de Béchar

au sud-ouest algérien.

Selon les données statistiques de la direction des services agricoles de Bechar (DSA)
en 2012, l'effectif camelin a été estimé a 24200 tétes, dont 12803 tétes sont des

chamelles réparties sur les différentes communes de la wilaya. Voir tableau ci-dessous.

Tableau 9 : Répartition de I'effectif camelin sur les communes de la wilaya de Béchar.

(DSA, 2012)

Effectif camelins (tétes)
Commune

Total Chamelle
Béchar 1600 1432
Beni Ounif 1060 799
Boukais 300 280
Kenadsa 320 180
Taghit 1690 700
Abadla 2713 2100
Erg-Ferrad; 1054 880
Mechraa H, B 1045 795
Tebelbala 5011 4835
Igli 320 170
Beni Abbes 8238 ND
Tamtert 110 ND
El Ouata 1074 556
Kerzaz 100 60
Beni Ikhlef 30 20
Timoudi 78 50
Ouled Khodeir 19 6
Ksabi 32 12
Total Wilaya 24200 12803

ND: Non determiné
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11.1.1. Description de la zone d’étude

La wilaya de Béchar situee a 1000 km au sud-ouest de la capitale Alger, et avec une
superficie de 161400 km? est limitée au nord par la wilaya de Nadma, au sud par la wilaya

d’Adrar, au sud-ouest Tindouf, a I'ouest par le Maroc, et a I'est par la wilaya d’El-Bayadh.

L'élevage camelin est une activité pratiquée dans la région d’'ESSAOURA depuis
longtemps. Elle abrite un troupeau camelin composé du point de vue racial de deux races
importantes a savoir la race locale Safiraoui et la race Heguibi appartenant a I'espece
Camelus dromedarius. La principale ressource alimentaire pour le cheptel camelin dans
cette région est celle du parcours naturel. Ces parcours camelin sont généralement

localisés dans trois zones geographiques avec des caractéristiques écologiques différentes.

La zone 1 : située entre la daira d’Abadla, la daira de Kenadsa, Béchar et Beni Ounif,

elle regroupe les zones de parcours sub-steppiques de la région nord de la wilaya de Bechar.

La zone 2 : située entre la daira de Beni Abbas et la daira d’Igli, elle regroupe les
parcours sahariens sur Hamadas, ce sont des reliefs caillouteux a végétation épineuse et de

faible densité.

La zone 3 : située entre le sud et le sud-est de la wilaya de Béchar et constituée de
parcours sahariens ou Erg. Ce sont des zones dunaires dont la densité végétale est tres
faible.

lll.1.2. Echantillonnage

Quarante (40) échantillons du lait de chamelle cru ont été préleves entre 2010 et
2013. A partir de chaque chamelle tirée au hasard nous avons préleve 200 ml dans des
flacons en verre stériles. La traite des chamelles a été effectuée le matin avant la sortie du
troupeau au paturage. Apres le prélevement, les échantillons sont étiquetés et placées
immeédiatement dans une glaciere a (+4°C) afin de les acheminer au laboratoire. Les
analyses physicochimiques et microbiologiques sont effectuées le jour méme du

prélevement.
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Tableau 10 : Echantillons du lait de chamelle prélevés de différents sites de la région sud-ouest (Bechar)
N°de Date de N°de Date de N°de Date de
Région Région Région
I'échantillon | prélévement I'échantillon | prélevement I'échantillon | prélevement
E1 07 /04,/2010 Twila E15 28/02/2012 | Oum Draben E29 22,/04,/2012 Taghit
E2 07 /04,/2010 Twila E16 28,/02/2012 | Oum Draben E30 06,/01,/2013 | Hassi elhouari
E3 18/04,/2010 Boudib E17 05/03/2012 El Morra E31 20/01,/2013 | Hassi elhouari
E4 18/04,/2010 Boudib E18 12/03/2012 El Morra E32 20,/01,/2013 | Hassi elhouari
ES 26,/04,/2010 | Zouzfana E19 18/03/2012 El Morra E33 20/01,/2013 | Hassi elhouari
EB 26,/04,/2010 | Zouzfana E20 21,/02/2012 El Morra E34 03,/02,/2013 Boudib
E7 26,/04,/2010 | Zouzfana E21 21,/02/2012 El Morra E35 03,/02,/2013 Boudib
E8 02,/05,/2010 Boudib E22 28,/02,/2012 | Oum Draben E36 03/03,/2013 | Hassi elhouari
ES 02/05/2010 Boudib E23 28,/02/2012 | Oum Draben E37 03/03/2013 | Hassi elhouari
E10 09,/05,/2010 gfii: E24 28,/02/2012 | Oum Draben E38 31,/03,/2013 El mharaa
E11 0S,/05,/2010 ;L;?: E25 12/03/2012 Abadla E39 31,/03,/2013 El mharaa
E12 21,/02/2012 | ElMorra E26 17/03/2012 | Jorf el barda E40 31,/03,/2013 El mharaa
E13 21,/02/2012 | ElMorra E27 31,/03/2012 M'sakka
E14 28/02/2012 Oum E28 10/04,/2012 Boualala
Draben
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ll1.1.3. Analyses Physicochimiques
111.1.3.1. Détermination du potentiel d'hydrogéne (pH)

Mesure de la différence de potentiel entre une électrode de verre et une électrode
de référence réunies en un systeme d’électrode combinée. On a utilisé dans cette étude un
pH-metre de type (HANNA pH211). Dans un volume de lait de chamelle de chaque
echantillon, on plonge le pH-métre et en note la valeur de pH a 0.01 pres a la température

de mesure.
111.1.3.2. Détermination de I'acidité titrable (Dornic)

Elle correspond a la neutralisation de I'acidité totale par une solution d’hydroxyde de
sodium (soude) de titre N/9, en présence d’'un indicateur coloré la phénolphtaléine [solution
a 1% dans I'éthanol a 95%).

Un degrée Dornic correspond a 0.1 g d'acide lactique par litre de lait. L'acidite

exprimée en gramme d’acide lactique par litre du lait est égale a :

V1XU,01 x1000 _ V1

1
Vo Vo

Ou

Vo : est le volume, en millilitre, de la prise d’essai.

Vi : est le volume en millilitre, de la solution d’hydroxyde de sodium nécessaire
1l1.1.3.3. Détermination de la densité

La mesure de la densité du lait sert a I'étude de mouillage du lait ce qui influe sur sa
qualité. La mesure de la densité est realisee en utilisant un lactodensimetre. Elle est exprimée
par le rapport du poids d'un volume de lait @ une température donnée sur le poids d'un
volume identique d’eau dans la méme température. La lecture de la densité se fait
directement & partir d'un lactodensimetre a 20°C, et si la température est différente de

20°C, la formule suivante serait appliquée :
Dc =D lue £ (T lue - 20) x 0,2
Ou:
D lue : densité lue.

T lue : Température ambiante
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111.1.3.4. Détermination de I’extrait sec total (EST)

La détermination de la matiere seche est basée sur la perte d’eau suite a une
dessiccation. Elle est déterminée par etuvage a une température de 103%2°C jusqu’a

I'obtention d’'un poids constant [pesée apres dessiccation a I'étuve a 102 °C].
Le résultat est exprimeé selon la formule suivante :

E'MD

EST=
M:-M,

x 100
Qu:

M. : la masse en grammes de la capsule vide,

M. : la masse en grammes de la capsule et de la prise d’essai.

M. : la masse en grammes de la capsule et du résidu aprés dessiccation,
111.1.3.5. Détermination du taux de cendre

Le taux de cendre du lait est obtenu par incinération d’une prise d’essai dans un four
a moufle a une température de 600°C jusqu’a la combustion totale de la matiére organique,
et I'obtention d'une cendre blanchatre d’un poids constant.

Le résultat final est exprime selon la formule suivante :
Mi-Mo

p

Taux de cendre% = x100

Ou
m..: La masse du creuset vide.
m-: La masse du creuset incinéré avec I'échantillon.

p : La masse de la prise d’essai.

1I1.1.3.6. Détermination de I'azote total et la teneur en protéines totales (méthodes de
Kjeldahl) (AOAC, 991 .20, 1994)

Introduite en 1883 par Kjeldahl, cette méthode est considérée comme reférence
internationale pour déterminer 'azote total et la teneur en proteines totales contenus dans
les produits alimentaires. Elle est réalisée en trois étapes, la digestion (minéralisation), la

distillation, et le titrage.

Le lait est digéré dans I'acide sulfurigue (H-S0.), en utilisant comme catalyseur le

sulfate de cuivre (CuS0..H:0) avec le sulfate de potassium K:SO. (la fonction du sulfate de
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potassium est d’élever le point d’ébullition de I'acide sulfurique et de permettre d’obtenir un
meélange oxydant plus fort pour la minéralisation.), I'azote des protéines libéré et retenu sous
forme de sel d'ammonium. Addition d'hydroxyde de sodium NaOH excédentaire au
minéralisat refroidi concentré pour libérer de 'ammoniac [NH:), qui est ensuite distillé, et
recueilli dans un excédent de solution d’acide borique HsBO, et titré par une solution d’acide

chlorhydrique.

L'azote total est déterminé en pourcentage par unité de masse selon la formule

suivante ;

1,4007 X [Vs-Vs) X N

Nitrogéne, %= W

Ou:
Vs : volume titrant (ml) pour I'échantillon.

V. : volume titrant (ml) pour le blanc.
N : normalité de I'acide titrant.
W : masse (g] de I'échantillon a analyser.

La teneur en proteines totales est calculée en multipliant I'azote total par un facteur

de conversion spéecifique.
Protéines% =N% x K
K = facteur de conversion de |'azote en protéine, K= 6,38 pour le lait.
1l1.1.3.7. Détermination de la teneur en matiére grasse par la méthode GERBER

La séparation complete des lipides exige la destruction de leur enveloppe protectrice.
Ceci est effectué par un traitement acide approprié (10 ml d’acide sulfurique concentré a
91-92% pour 11 ml d’échantillon de lait). Les lipides libérés sont ensuite séparés en
centrifugation (1200 tr/min pendant 4 minutes). L'addition de I'alcool iso amylique (1 ml)
favorise une séparation tres nette entre les lipides et la solution acide. Ensuite on note sur

I'échelle du butyrometre le pourcentage du taux de lipides contenus dans le lait.

ll1.1.4 Analyses microbiologiques

Cette analyse va nous permettre d’avoir une idée sur la constitution microbiologique du lait
de chamelle produit dans cette region. Elle comporte le dénombrement et/ ou la recherche
de:
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- La flore aérobie meésophile totale,

- Les Coliformes et les coliformes thermo-tolérants
- Les Salmonelles

- Les Streptocoques [Entérocoques),

- Les Staphylocoques,

- Les anaérabies Sulfito réducteurs, et

- Les levures et moisissures.

11.1.4.1. Préparation des dilutions décimales

La realisation des analyses micrabiologiques nécessite d'effectuer une série des
dilutions décimales, en vue d'obtenir une répartition aussi uniforme que possible des
microorganismes contenus dans la prise dessai, et de réduire le nombre de
microorganismes par unité de volume, afin de faciliter I'examen microbiologique. La
préparation est réalisée selon la norme (NF V 08-010, 1996).
1l1.1.4.2. Dénombrement de la flore aérobie mésophile totale a 30 °C (FAMT)

Cette flore, appelée aussi FAMR (flore aérobie mésophile revivifiable) est un bon
indicateur de la qualité générale et de la stabilité des produits ainsi que de la qualité

(propreté) des installations.

Le denombrement a été realisé sur gelose PCA (Plat Count Agar] additionnée du lait
écréme, par ensemencement en masse d’1 ml de chacune des dilutions décimales de 10°
et 10° en double suivi d’'une incubation @ 30 °C pendant 72 h en aérobiose. On compte les
colonies lenticulaires ayant poussé en masse. Le témoin est réalisé avec du TSE (NF ISO
4833, 1991). Le dénombrement a été effectué a I'aide d'un compteur de colonies, en tenant
compte uniguement des boites contenant entre 30 et 300 colonies. On calcule le nombre

de microorganismes par ml a I'aide de la formule suivante :

N= 2C
~ (m+0,1n2)d

Ou

».C : La somme des colonies comptées sur toutes les boites retenues ;
n+ : Le nombre de boites retenues a la premiere dilution ;
n: : Le nombre de boites retenues a la deuxieme dilution ;

d : est le taux de dilution correspondant a la premiere dilution.
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111.1.4.3. Dénombrement des coliformes totaux et coliformes thermotolérants (NF V O8-
050 et NF V 08-060)

Consiste a ensemencer en profondeur, dans les mémes conditions, une quantité
déterminée [1ml) du lait de chamelle et de dilutions décimales 10" et 10° dans un milieu

gelose a la bile, au cristal violet et au lactose (VRBL), coulé dans une boite de Pétri. Recouvrir
les boites avec une couche du méme milieu, et les incuber a 30 °C pendant 24 h pour les
coliformes totaux et a 44°C pour les coliformes thermotolérants.

Le dénombrement repose sur le comptage des colonies caractéristiques qui sont
violacées, d'un diameétre de 0,5 mm ou plus, et parfois sont entourées d'une zone rougeétre
due a la précipitation de la bile. Retenir les boites contenant moins de 150 colonies
caracteristiques et/ ou non caractéristiques au niveau de deux dilutions successives. |l faut
gu'une boite renferme au moins 15 colonies caractéristiques.

Calculer le nombre N de coliformes/ coliformes thermotolérants par millilitre, en tant

gue moyenne pondéree, a l'aide de I'équation suivante :

_xC
"1ha
Ou
YC: est la somme des colonies caractéristiques comptées sur les deux boites
retenues;

d : est le taux de dilution correspondant a la premiere dilution comptee.

1l1.1.4.4. Dénombrement des Streptocoques du groupe D
Le denombrement se fait en milieu liquide sélectif par la technique du nombre le plus
probable (NPP), en deux étapes successives (Guiraud, 2003] :

% Test présomptif : Le milieu [Rothe), un milieu d'enrichissement relativement sélectif,
est ensemence en triple, a partir de chaque dilution 10", 10% et 10°. Apres 24 h

d’'incubation a 37 °C, la présence d'un trouble microbien permet de conclure que
dans les tubes correspondants ont cultivé au moins un Streptocoque fécal présumeé
provenant de l'inoculum.

% Test confirmatif : Chaque tube positif du test de présomption a fait I'objet d'une
confirmation. On utilise I'action de deux agents sélectifs, l'azide et |'éthyle-violet [ou
violet hexaméthylé] en repiquant une anse des tubes positifs dans le milieu de Litsky.
Apres incubation a 37°C pendant 24 heures, I'apparition d’'un trouble homogene avec

parfois une pastille violette au fond du tube permet de dire qu'il y a au moins un
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Streptocoque fécal dans l'inoculum, donc dans le milieu de Rothe positif utilisé pour
lensemencement.,

% Dénombrement : le dénombrement est exprime selon la table de McGrady.

1l1.1.4.5. Recherche des Salmonelles et des Shigelles (Afnor 6579)

Les Salmonella peuvent, en effet, étre présentes en petit nombre et sont souvent
accompagnees d'un nombre beaucoup plus grand dautres microorganismes. En
conseéquence, un enrichissement sélectif est nécessaire ; de plus, un préenrichissement est
aussi souvent necessaire afin de pouvoir rechercher les Salmonella ayant subi une altération.

% Préenrichissement en milieu non sélectif liquide
Ensemencement de la prise d’essai (1ml du lait de chamelle]) dans un tube contenant 9 ml
d’eau péptoneée tamponneée, puis incuber a 37°C pendant 16 a 20 heures.

% Enrichissement en milieux sélectifs liquides
A partir des cultures obtenues en préenrichissement on ensemence un bouillon de vert
malachite au chlorure de magnésium (bouillon Rappaport Vassiliadis) par un volume de 0,1
ml, et on incube a 42°C, pendant 24 h. En parallele on ensemence aussi un bouillon sélénite
cystine avec un volume de 1 ml, et on incube a 37°C, pendant 24 h.

% Isolement
A partir des cultures obtenues en enrichissement, on ensemence avec une anse en surface
deux boites contenant deux milieux sélectifs solides ;

e Le milieu Hecktoen additionnée d'un additif Hektoen

e Le milieu Salmonella-Shigella (SS) additionné d'un additif SS.

Ensuite, les incubées a 37°C pendant 24 h. Seront considérées comme positif les boites
présentant des colonies typiques ayant des aspects caracteéristiques des Salmonelles ou des
Shigelles. Ces aspects sont les suivants :

% Sur S-S: colonies incolores (lactose -] avec centre noir (production de H.S), la

présence de centre noire élimine la possibilité de Shigella.

% Sur Hecktoen:

- Colonies vertes ou bleuatres (absence de fermentation des sucres] indique la
possibilité de Shigella ou Salmonella non productrices d'H-S ;

- Colonies vertes a centre noir indique la possibilité de Salmonella ;

- Colonies saumon ou jaunes eliminent la possibilité de Salmonella ou Shigella (sauf

Shigella sonne).
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II1.1.4.6. Recherche des Staphylocoques (NF V 08-057-1)
Consiste a ensemencer en surface un milieu de culture gélosé sélectif (30 ml de la
gélose Baird Parker, 10 ml du surnageant de I'émulsion de jaune d’'ceuf, 1 ml de Tellurite de

potassium) coulé dans une boite de Pétri, avec 0,1 ml de lait de chamelle et 0,1 ml de chaque
dilution 10™ et 10®en double. Aprés 24 a 48 heures d’incubation a 37 °C, les colonies noires

(réduction de tellurite en tellure noire), brillantes et convexes (1,5 a 2,5 mm de diameétre
apres 48 heures d’incubation) entourées d'une aureole d’éclaircissement (hydrolyse des
protéines de jaune d'ceuf] avec un liseré blanc opaque (hydrolyse des Iécithines] sont
dénombreées.
lll.1.4.7. Recherche des anaérobies sulfito-réducteurs

Apres destruction des formes veégeétatives, par chauffage a 80 °C pendant 10
minutes de 5 ml en double des dilutions 10" et 10 du lait de chamelle, et refroidissement
immeédiat par I'eau de robinet pendant 10 minutes. Ces prélevements sont incorporés dans
des tubes a vis steriles contenants un milieu de base fondu, régénere, additionné de sulfite
de sodium et de sels de fer [le milieu viande foie). Apres incubation a 37°C, les colonies noires
ayant pousseé en profondeur sont comptées apres 18 h, 48 h et 72 h (Guiraud, 2003).
1l1.1.4.8. Dénombrement des moisissures et levures
Ensemencement en profondeur d'un milieu de base OGA a l'oxytétracycline et a la
gentamicine, en double d’1 ml des dilutions 10" et 10° de lait de chamelle. Les boites sont
incubées couvercle en haut pendant 5 jours a une température de 22 °C. Un témoin a été
ensemence avec le TSE (NF ISO 13 681 V 04-507 Avril 1996). Le dénombrement se fera

en fonction de la formule de calcul suivante :

yC
N'1nd

Ou:
= Y'C: est la somme des colonies comptées sur les deux boites retenues.

= d: estle taux de dilution correspondant a la premiere dilution.
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lll.2. Isolement et identification des entérocoques

A partir des échantillons du lait de chamelle (40), précédemment, prélevés et
analysés, nous avons procédeé a lisolement et l'identification des entérocoques, selon la

methodologie suivante.
lll.2.1. Isolement des entérocoques

L'isolement des entérocoques a éte realisé en deux étapes, a partir des resultats du
dénombrement des streptocoques du groupe D (fécaux), ou on a repiqué les tubes positifs
du bouillon Litsky dans du bouillon BHIB, et en parallele un milieu de culture sélectif solide
(Citrate azide) a été ensemenceé en profondeur avec 1 ml de lait de chamelle, et 1 ml de

chaque dilution 10" et 10® L'incubation s’est déroulée a 37°C et 42°C pendant 24 a 48h.
lll.2.2. Purification des isolats

Des essais préliminaires ont eté réalisés portant sur l'utilisation de plusieurs milieux
(M17, MRS, Citrate azide Tween Carbonate, Citrate azide, BHIA] de culture afin de maintenir

le milieu de culture le plus adéquat pour ce type de bactéries lactiques.

Apres une constatation visuelle des aspects culturaux sur les difféerents milieux de
culture solide, on a sélectionné les colonies distinctes. Ensuite nous les avons purifiés sur les

mémes milieux dont elles ont été issues, et dans les mémes conditions.

Apres croissance des colonies en boite, on prend de chaque boite une colonie isolée
sur laquelle seront effectuées une coloration de Gram, et la recherche de la catalase. Les
bactéries a Gram positif, et catalase négative sont retenues et repiquées sur bouillon MRS
ou BHIB, puis incubées a 42°C pendant 18 h. Une derniere purification a été reéalisé sur le
milieu CATC, ou les entérocoques apparaissent sous forme de petites colonies, rose-rouge
ou marron, lisses, légerement bombées dont la pureté est estimée par observation
microscopique apres coloration de Gram (Balows & al., 1992 ; Domig, 2003 ; Heleni & al.,
2006).

111.2.3. Conservation des isolats

a) La conservation a court terme
La conservation des isolats purifies est réalisee par ensemencement sur bouillon BHI.
Apres incubation & 37°C pendant 18 heures, les tubes sont conserves a + 4°C, Le
renouvellement des cultures se fera tous les trois semaines.

b) La conservation a long terme
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A partir des cultures jeunes [18h) sur milieu liquide, on ajoute la culture jeune dans
le milieu de culture de conservation. Le milieu de conservation contient du bouillon
MRS ou BHI additionné de 30% de glycérol. Les cultures sont conservées en
suspension dense et en cryotubes a -20°C. Indiquent que des suspensions tres
concentrees resistent mieux a la congélation. En cas de besoin, les cultures sont
repiquées dans le bouillon BHI, avant utilisation (Badis & al., 2004 ; Saidi & al.,
2002).

Les souches conservees seront davantage examinées pour les identifier.
lll.2.4. Identifications phénotypiques des isolats

Apres purification, coloration de Gram et test de catalase, cent vingt-quatre (124)
isolats sont retenus, et seront ensuite caractérisés phénotypiquement, en recherchant
plusieurs attributs physiologiques et biochimiques selon le schéma d'identification de
Facklam & Collins (1989), et Devriese & al., (2006).

ll1.2.4.1. Identification physiologique des isolats
ll1.2.4.1.1. Croissance a différentes températures

Ce test est important, car il permet de distinguer les bactéries lactiques mésophiles
des bactéries lactiques thermophiles. Apres inoculation du bouillon MRS par les cultures
pures, les tubes sont incubés aux températures 10 °C pendant sept a dix jours et a 45 °C
pendant 24heures, au bout de ces délais, la croissance est appréciée par examen des
milieux. Les bactéries mésophiles poussent a 10 °C alors que les bacteries thermophiles ne

le font pas.
111.2.4.1.2. Croissance dans des conditions hostiles

La croissance en présence de différentes concentrations de chlorure de sodium
(NaCl) et differents pH donne des renseignements precieux pour lidentification. Les pré-
cultures a tester sont ensemenceées sur des bouillons MRS hypersalés a 4 % et a 6.5 % de
NaCl, et a des pH 4 et 9,6. Aprées une incubation a la température optimale pendant 24 h,

I'aptitude a croitre sur ces milieux se traduit par I'apparition d’'un trouble.
ll1.2.4.1.3. Recherche de type fermentaire

Ce test permet de différencier les bactéries lactigues homofermentaires de celles
hétérofermentaires. Il consiste a mettre en evidence la production de gaz (CO.) a partir du

glucose. Pour se faire, le bouillon MRS est ensemenceé par les pré-cultures bactériennes,
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puis un bouchon de la gélose blanche stérile est coulé en surface. Apres incubation, les

isolats hétérofermentaires producteurs de gaz poussent le bouchon de la gélose en haut.
lll.2.4.2. Identification biochimique des isolats
ll1.2.4.2.1. Recherche de la catalase

Cette enzyme est mise en évidence par la mise en contact de la culture a étudier avec une
goutte d'eau oxygenee (10 %) sur une lame. La présence de I'enzyme se manifeste par

I'apparition de bulles gazeuses (d’oxygene])
lll.2.4.2.2. Mannitol mobilité

Ce test permet I'étude de la dégradation du mannitol et la recherche de la mobilité
des bactéries. L'ensemencement est effectué par pigdre centrale en utilisant le milieu

mannitol mobilité semi-solide. Le tube est ensuite incubé & 37°C pendant 24h.
ll1.2.4.2.3. Hydrolyse de I'esculine

L’hydrolyse de I'esculine est un des criteres usuels de l'identification au sein de
nombreux groupes bactériens. L'esculine est un hétéroside. Son hydrolyse, catalysée par une
B- glucosidase et I'esculinase, libere du glucose et I'aglycone : I'esculétine. Produite réagit
avec les ions de fer Ill pour former un precipité noir dans le milieu. Le milieu utilisé est le
bouillon & l'esculine. Apres 24h-48h a 37°C d'incubation, le résultat se traduit par un

noircissement du tube.
111.2.4.2.4. Utilisation du Citrate

Le milieu Citrate de Simmons coulé en tubes est utilisé pour I'étude de I'utilisation du
citrate comme seule source de carbone par les germes. Il contient un indicateur de pH qui

est le bleu de bromothymol, ce qui confere au milieu une coloration verte a I'état acide.

Les germes sont ensemenceés en stries sur les tubes qui contiennent le milieu de
citrate de Simmons incling, puis incubé a 37°C / 24h. Les germes qui utilisent le citrate
comme seule source de carbone entrainent une alcalinisation du milieu, d'ou le virage du vert

au bleu.
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111.2.4.2.5. Tolérance au tellurite

La tolérance au tellurite a été recherchée par ensemencement, en stries tres
serrees, la gélose a 0.04% de tellurite de potassium par les isolats a tester. Aprés une

période de 24h d'incubation a 37°C, les souches résistantes donnent des colonies noires.
ll.2.4.2.6. Test d’hémolyse

Le caractere hemolytique a été recherché par ensemencement en stries de
la gélose au sang et gélose Columbia additionné de 5% du sang défibriné humain. Apres

incubation pendant une période de 24h a 37°C, le type d’hémolyse a éte examiné.

Les entérocoques peuvent étre o hémolytiques [couleur verte autour des colonies); B

hémolytiques (éclaircissement autour des colonies) ou Y hémolytiques (le milieu n'est pas

modifié).
ll1.2.4.2.7. Identification des isolats par la galerie APl 20 STREP (Biomerieux)

L'API 20 Strep est un systeme standardisé associant 20 tests biochimiques qui
présentent un grand pouvoir discriminant. Il permet de faire un diagnostic de groupe ou
d'espece pour la plupart des streptocoques, entérocoques et pour les germes apparentés

les plus courants.
Principe

La galerie API 20 STREP comporte 20 microtubes contenant les substrats
déshydratés pour la mise en évidence d'activités enzymatiques ou de fermentation de sucres.
Les tests enzymatiques sont inoculés avec une suspension dense, realisée a partir d'une
culture pure, qui reconstitue les milieux. Les réactions produites pendant la période
d'incubation se traduisent par des virages colorés spontanés ou réevélés par |'addition de
réactifs. Les tests de fermentation sont inoculés avec un milieu enrichi (contenant un
indicateur de pH) qui réhydrate les sucres. La fermentation des carbohydrates entraine une
acidification se traduisant par un virage spontane de l'indicateur coloré. La lecture de ces
reéactions se fait a l'aide du tableau de lecture et lidentification est obtenue a l'aide du

Catalogue analytique ou d'un logiciel d'identification.

73



Chapitre Il Materiels & Meéthodes

lll.2.5. Identification moléculaire des isolats
ll1.2.5.1. Analyse des profils protéiques des isolats par SDS-PAGE

La séparation électrophoretique des proteéines cellulaires est une technique sensible,
appliquée dans la systématique bacterienne, qui fournit principalement des informations sur
la similarité des souches dans la méme espece ou sous-espece. Cette technique permet
I'etude comparative d'un grand nombre de protéines codées par une partie importante du
génome, et par consequent, a un potentiel tres €levé pour mesurer les relations entre les

isolats.

Les proteines sont separées en fonction de leurs poids moléculaires, car le SDS un
agent dénaturant solubilise les protéines en les rendant linéaires et leurs donnant une
charge négative. Par cette méthode il apparait ainsi de détecter des relations taxonomiques
plus large, en particulier au niveau des especes et sous-especes, que les méthodes basees
sur des parametres de charge. Nous avons appliqué cette technique pour l'identification de

nos isolats.

% Principe

Le SDS (Sodium Dodecyl Sulfate) est un détergent anionique qui dénature les
proteines et confere une charge négative au polypeptide proportionnelle a sa longueur. Les
complexes SDS-protéines qui se forment sont chargés negativement a pH 7 et toutes les
protéines possedent la méme densité de charge. Donc, dans des séparations dénaturantes
de SDS-PAGE, la migration est déterminée non pas par la charge intrinseque du polypeptide,
mais par le poids moléculaire exprimé en Daltons (Benguedouar, 2000 ; Coyne et al.,
2002). La séparation des protéines d'une souche bactérienne par SDS-PAGE donne un profil
ou electrophore gramme caractéristique de la souche et reproductible si les techniques
employées sont standardisées. Chaque bande d’'un profil électrophorétiqgue est composée
de plusieurs proteines de structure différente, mais de mobilité identique (Ndiaye et al.,
2002).

1l1.2.5.1.1. Préparation des extraits protéiques selon Merquior & al. (1994)

Dans des microtubes eppendorf un volume de 1500ul de chaque culture bactérienne, en
phase de croissance exponentielle en milieu BHIB, est centrifugé a une vitesse de 2500
tours/min pendant 10 min a 4°C et le culot mis en suspension dans 50 pl de PBS et est
centrifugée a une vitesse de 2500 tours,/min pendant 10 min ,on enléve la surnagent et le
culot mis en suspension dans 100ul de tampon de lyse et porte a dans un bain-marie 100°C

pendant 15 min pour une dénaturation complete des protéines pour les bactéries Gram
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positif on ajoute lysozyme puits incubé a 37°C pendant 30 - 60 min, ce traitement est

nécessaire pour la rupture des ponts disulfure. Enfin on centrifugée a une vitesse de 11600

tours /min pendant 10 min, et soumis a une électrophorese sur gel de polyacrylamide 12%

(w/v] en conditions dénaturantes.

%

Tampon de lyse :

v Staking buffer ..., 1T ml

A 11YoT=T o OO 0.8 ml
V' BDS10%ccveieeeeiieeeerieeeerissneenons 1.6ml
v' B-mercaptoéthanal................... 0.4 ml
v Bleu de Bromophénail............... 0.02 mg
V' Eau diStillée ....coocovoeeeereerveeenn. 4 ml

Assemblage de la cassette [plaques de verre et le support) et préparation des gels de

concentration et de séparation :

Utiliser des plagues de verre bien nettoyées et seches,

Serrer a |'aide des deux vices de serrage et monter sur le support de polymérisation,

Couler entre les deux plaques de verre de la solution du gel de résolution a 10% prépare

comme suit ;

111.2.5.1.2. Préparation des gels

a)

b)

Gel de séparation (resolving gel) @ 10% : (20 ml)

A
>

@3
<P

A
<>

Solution d’acrylamide 30%................... 6 ml
Tampons de séparation ... 4.5 ml
Tetramethylenediamine (TEMED]......9ul
SO e 0.18ml
Amomium per sulfate.......ccocovecvireinnes 0.08 ml
Eau diStille ... 0.23 ml
Gel de concentration (stacking gel)a 5 %:
Solution d’acrylamide........cccocvvenrennes 0.825 ml
Stacking BUffer ... 1.25ml
TEMED ..o Sul
SDS 10%0. e S0ul
Amomium per sulfate 10%................. 250l
Eau diStIllEe ... 2.85 ml

Juste avant de couler chaque gel, ajoutez du persulfate d’'ammonium [ammonium

peroxodisulfate]) a 10%.
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111.2.5.1.3. Préparation du tampon de migration pH 8.3

% Tris 0.028M ..., 1064
% Glycine 1.92M ..., 2.04¢g
$  SDS 1% 0.35¢g
§ HOQSP . 350ml

111.2.5.1.4. Dépobts des échantillons et migration électrophorétique

Avant de déposer les échantillons, remplir les puits avec le tampon de migration. A
I'aide d’'une micropipette (20ul], un volume de 15 pl de chaque extrait protéique est dépose
dans un puits. La migration électrophorétique est realisee en appliquant une intensité

constante de 60 mA et un voltage de 100V.

La migration dure jusqu’a 2h, et elle s'arrétera automatiquement lorsque le temps se

terminera.
1l.2.5.1.5. Révélation des bandes protéiques

a) Solution de coloration

% Solution meére

(bleu de Comassie 0.1% et de méthanal] ................. o0 ml
% ACIAE GCELIQUE ... e 20 ml
%  Eau diStIllEE gSP...v e 200 ml

Apres migration, le gel est démoulé. Le gel de concentration est écarté, et donc le gel
de seéparation est mis dans un récipient contenant la solution de coloration pour une nuit

avec une légere agitation.

La décoloration est effectuée en remplacant la solution de coloration par la solution
de décoloration et ensuite par I'eau distillée jusqu'a la décoloration compléte de gel et

I'apparition nette des bandes protéiques.

b) Solution de décoloration

% Acide acetique 10% ... v 20 ml
@  MEthanol 29% ... o0 ml
% Eaudistillée QSP........eeeceeeeeee e 200 ml

1l1.2.5.1.6. Analyse numérique des profils protéiques

La caracteérisation des souches par la technique d'électrophorese SDS-PAGE repose

sur le degré de similitude entre les bandes polypeptidiques des isolats et des souches de
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reférence. Chaque bande est caracterisee par leur poids moléculaire que I'on peut

déterminer a partir de leur rapport frontal.

1l1.2.5.2. Extraction d’ADN par la méthode de Pitcher et al, (1989)

Cette méthode s’applique aux bactéries Gram positif et Gram négatif la difference réside

dans I'étape de lyse enzymatique. Dans ce protocole on expliqguera uniquement pour les

bactéries Gram positif, car les entérocoques sont Gram +. Avec quelques madifications, ce

protocole passe par les etapes suivantes :

o
H

Apres une culture des souches dans le bouillon MRS de 18h a 24h on collecte les
cellules par centrifugation a16000xg pendant 2 min.

Le culot est suspendu dans 100 pl d'une solution fraiche de lysozyme (50mg /ml)
dans du tampon TE (10 mM Tris-Cl, 1 mM EDTA, pH=8], suivi d’'une incubation a 37°C
pendant 30 min.

Les cellules sont ensuite lysées avec 0,5 ml de tampon GES (5 M thiocyanate de
guanidium, 100 mM EDTA, 0,5% v/v SDS, pH 8).

Les cellules en suspension sont agitées brievement et laissees a température
ambiante durant 10 min.

Le lysat est refroidi dans la glace. Un volume de 0,25 ml d’'une solution d'acétate
d'ammonium (7,5 M) froide est ajouté au lysat en agitant.

Les échantillons sont maintenus dans la glace pendant 10 min et occasionnellement
agites.

On ajoute 0,5 ml de chloroforme/ alcool iso-amylique (24 :1).

Apres agitation les phases sont séparées par centrifugation a 17000xg pendant 20
min.

La phase aqueuse est transférée dans un nouveau tube et 0,54 volume d'isopropanal
froid est ajouté.

On agite les tubes par renversement pendant 10 min et I'ADN précipité est recueilli
par centrifugation @ 6500 g durant 1 min.

L’ADN collecte est laveé trois fois avec I'éthanol 70%, ensuite séché pour chasser les
traces d'alcool.

L'ADN est redissous dans 100 pL de tampon TE stérile (pH 8) ou dans de I'eau stérile
durant une nuit a +4°C.

Ensuite 'ADN est visualisé par électrophorese sur gel d'agarose afin de veérifier la
fiabilité de la méthode d’extraction pour toutes les souches.

L’ADN des souches est conserve a -20°C pour d’autres utilisations.
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1l1.2.5.2.1 Electrophorése et visualisation d’ADN extrait sous I'UV

L’électrophorese sur gel permet de séparer des molécules en fonction de leur taille en

les faisant migrer a travers le gel d’agarose par I'application d'un champ électrique. Leur

migration dépend donc a la fois de leur taille, mais aussi de la concentration du gel.

a)

Préparation du gel d’agarose

L’ADN génomique extrait des souches est ensuite sépare par électrophorese sur gel

d’'agarose a 0,8 %, (il est préférable d'utiliser le tampon d’électrophorese pour préparer le

gel d’agarose).

1)

2)

3)

4)

9)

b)

c)

Dans le tampon TBE (0.5X] dissoudre 0,8 g d'agarose et compléter par le méme
tampon TBE jusqu’a 100 ml pour avoir un gel d’'une concentration de 0.8%. Chauffer

la solution en agitant jusqu’a ébullition et dissolution totale de I'agarose.

Laisser refroidir jusqu'a ce qu'il devienne possible de saisir I'erlenmeyer @ main nue
(environ 50 °C).

Placer les joints fournis avec la cuve pour fermer le support de gel et positionner le
peigne @ 1 mm du fond et a environ 1 cm de I'extrémité du support. Régler le niveau

pour que le support de gel soit horizontal.

Couler lentement le gel sur 3 @ 5 mm d'épaisseur en veillant & ce qu’il entoure bien

les dents du peigne.

Laisser se solidifier, puis enlever délicatement le peigne et les joints. Le gel est prét

pour le dépot des échantillons.

Chargement et lancement du gel d’agarose

Le gel d’agarose est placeé dans la cuve d’électrophorese ou il est immerge
dans le tampon TBE (0.5x). Le marqueur de taille [Smart Ladders 10 Kb) est dépose
dans le premier puits ; il servira @ mesurer le poids moléculaire du fragment d’ADN
extrait. Dans les autres puits, on déepose 154Ul de chaque échantillon ; chaque
echantillon est préparé a partir d'un mélange de 5ul de tampon de charge et 10ul
d’ADN extrait. On utilise une tension de 100 V durant 30mn pour bien realiser la
migration. On ferme le couvercle de la cuve et on allume le générateur du courant
electrigue.
Visualisation du gel

Retirer le gel et le plonger dans une solution de coloration @ bromure

d’ethidium pendant 25 min celui qui permet de révéler des bandes présentes sur le
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gel d'agarose. Ensuite, transférer le gel dans un bac rempli d’eau distillée pendant 25
a 30 min pour le lavage. Enfin, on visualise le gel sous la lumiere UV dans un
Transilluminateur (Bio-Print TX4), et on le photographier.

1l1.2.5.3. Identification des isolats par la technique ERIC-PCR

a) Principe

Dans les bactéries, il existe des eléments repétitifs chromosomiques eparpillés qui sont
distribués de facon aléatoire dans les génomes (Versalovic, Koeuth & Lupski, 1991a). Ces
sequences sont de tailles différentes et ne codent pas de protéines. Un exemple de ce type
de sequences repetitives, les sequences consensus Iinter-géniques repetitives
entérobactériennes (ERIC), egalement décrites comme des unités répétitives inter-géniques,
qui different de la plupart des autres répétitions bactériennes en étant distribuées dans les
génomes de nombreuses especes. Les séquences ERIC ont d'abord été décrites chez
Escherichia coli, Salmonella enterica serovar Typhimurium, et d'autres membres des
Enterobacteriaceae, ainsi que Vibrio cholerae (Sharples & Lloyd, 1990 ; Hulton, Higgins &
Sharp, 1991). La séquence ERIC est un palindrome imparfait de 127 pb, qui contient une
répetition centrale inversee conservee. Ces sequences sont principalement présentes dans
les régions inter-géniques du génome. Le nombre de copies des sequences ERIC va d'environ
30 copies dans £. colia environ 150 copies dans Salmonella Typhimurium et de plus de 700
copies dans certaines autres £Enterobacteriaceae (Hulton, Higgins & Sharp, 1991).

La technique ERIC-PCR a d'abord été décrite par Versalovic, Koeuth & Lupski (1991b).
Dans cette technique des amorces oligonucléotidiques correspondant a des séquences
palindromiques réepéetées decrites chez les entérobactéries ont été utilisées pour produire
des empreintes d'ADN d'isolats bactériens individuels. Elle s'est révélée utile pour le typage
de bactéries autres que les entérobactéries comme Stgphylococcus aureus et
Acinetobacter baumannii. Selon Dona & al., (2012) les amorces ERIC peuvent étre utilisées
pour la caractérisation des entérocoques isolés du lait.

b) Amorces utilisées

Le tableau suivant représente les sequences nucléotidiques des amorces utilisées :

Tableau 11 : Séquences nucléotidiques et caractéristiques des amorces ERIC.

Nom d’amorce Séquence 5’ 3 Taille (pb) T.° de fusion
ERIC 1R ATGTAAGCTCCTGGGGATTCACA 23 67.6
ERIC2 AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG 22 66.4
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La reaction de I'amplification a été realisée dans des tubes PCR de 0.2 ml avec un volume

final de 25 . Les constituants sont cités dans le tableau ci-dessous :

Nota bene : avant de réunir les constituants dans les tubes PCR il faut mettre ces tubes

dans la glace pour empécher toute réaction aléatoire. Ainsi il faut agiter avec vortex avant

de lancer I'amplification.

Tableau 12 : Composition du milieu réactionnel utilisé pour amplification par ERIC-PCR.

) Concentration Volume a Concentration
Constituants
stock prélevé finale

Tampon (Green GoTaq) aX oul 1X
dNTPs Mix 10 mM (chaque

ul 0.4 mM
(Désoxyribonucléotides) dNTP)
Taq polymérase (GoG2) 1.25 U/l Tl 125U
MgCl- 25 mM 1.5 ul 1.5 mM

20uM (pour 1.2ul ERIC 1R
Amorces 08 -1uM
chacune] 1ul ERIC 2

AND matrice (génomique) 2 ul >= 250 ng
Eau bidistillée stérile 7-12ul

d) Conditions d’amplification

L’amplification par PCR en utilisant les amorces ERIC nécessite les conditions suivantes :

Tableau 13 : Les étapes d’amplification utilisées pour la méthode ERIC-PCR. (Dona & al.,

2012)
Dénaturation 35 cycles Elongation
Etapes  de | itiale finale
PCR . . N .
Dénaturation | Hybridation | Elongation
1 cycle 1 cycle
T°C/Durée 94°C/3min 94°C/1min | 48°C/1min | 72°C/5 min | 72°C/7 min

N.B. La programmation d’'une derniere étape de conservation a +4°C sera nécessaire vue

le temps total d’'amplification qui prolonge I'expérimentation jusqu’au deuxieme jour.
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e) Visualisation et traitement du produit PCR sur gel d’agarose
Apres achevement de I'amplification, le produit PCR de chaque micro-tube est charge
dans un gel d'agarose prealablement préparé a une concentration de 1.5% (voir préparation

du gel).

Le gel est ensuite placé dans la cuve d'électrophorese, et I'appareil est mis en marche

sous une tension de 100V pendant 40-45 min.

Apres fin de la migration, le gel d'agarose est coloré comme il a été décrit
précédemment. Ensuite il est visualisé et photographié avec le transilluminateur Bio-Print
TXA4.

Les photos du gel sont analysées par une version d’'évaluation du logiciel BioNumerics

7.6 (Applied Maths. Belgium, 2016] et un dendrogramme de similarité sera realise.
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lll.3. Caractérisation technologique des entérocoques

111.3.1. Pouvoir acidifiant

Dans des flacons de 250 ml contenant du lait écrémé a 10% et stérilisé par
tyndallisation, on ensemence 500 pl d'une suspension bactérienne préparée a partir d'une
culture jeune sur milieu MRS. Le volume du flacon est réparti sur des tubes stériles a raison

de 10 ml par tube, ces derniers sont incubés a 37°C jusqu’au 72h.

% La mesure du pH et de 'acidité Dornic a été effectuée durant les intervalles suivants
(2h, 4h, 18h, 24h, 72h). (Larpent, 1997).
% Le degré Dornic (D°) sera calculé en fonction du volume de NaOH nécessaire pour la

titration selon la regle suivante :

Acidité (°D) = Vaor*10

ll1.3.2. Pouvoir coagulant

Pour réaliser ce test, dans des flacons stériles 50 ml du lait écrémé stérile a éte
inoculé par 1ml de culture jeune. Apres une incubation a 37°C pendant 48h, on mesure le

volume de lactosérum exsude et on note I'aspect du coagulum obtenu.
Il1.3.3. La cinétique de croissance

La cinétique de croissance consiste a réalisé des séries de culture pour la méme
souche, et de suivre I'absorbance (DO) de chaque série avec les intervalles suivants : (Oh, 2h,
4h, 18h, 24h, 72h). Pour ce faire un flacon de 100 ml de bouillon MRS est inoculé par 10
ml d’'une culture jeune d’'une DOs0= 0,5 ensuite le volume du flacon est réparti dans des

tubes a raison de 10 ml par tube, et en incube a 37°C jusqu’au 72h. (Essid et al, 2009).
111.3.4. Activité protéolytique

Le milieu utilisé ici c’'est YMA (Yeast Milk Agar] il nous permit de mettre en évidence
I'hydrolyse de la caseéine par les protéases. L'ensemencement de ce milieu est réalise par la
methode des spots (contact direct). L'incubation aura lieu au bout de 24h a 48h a 37°C,

puis on note la présence ou non des zones d’hydrolyse autour des spots.
1l1.3.5. Activité amylolytique

Dans un milieu a base d’amidon, et apres la répartition et la solidification du milieu dans
les boites de Pétri, on imbibe un couton tige stérile dans une suspension bactérienneg, et on
ensemence par une seule strie sur la surface du milieu. L'incubation des boites s’effectuera

a 37°C pendant 4jour.
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% Lors de la lecture, on ajoute une solution de lugol, I'hydrolyse de I'amidon se traduit
par une zone claire autour des stries.

1l1.3.6. Activité lipolytique

Les lipases d'origines microbiennes permettent de transformer les triglycérides en

glycérides partiels (mono et di glycérides) et en acides gras (Choisy & al., 1984).

Ce test a été réalisé par la méthode de spot sur un milieu contenant du beurre naturel
ou du Tween 80 et Tween 20. Les boites seront incubées a 37°C durant 3 a 5 jours. La
lipolyse est révélée par une zone d’éclaircissement entourée d'un depot apres l'ajout d'une

solution de sulfate de cuivre.
111.3.7. Pouvoir texturant

Chaque culture jeune (MRS bouillon 18H, 37°C. DOs»=0,5]) de la souche a tester est
ensemencées en stries sur geélose hypersaccharosée déja coulée et solidifier. Apres
incubation a 37°C pendant 24h, la production des exopolysaccharides se manifeste par

I'apparition de colonies larges et gluantes (Leveau et al., 1991).
1l1.3.8. Pouvoir épaississant

Ce test a ete realisé par ensemencement de 20ml du lait écréme stérile reconstitue
a 12% additionné de saccharose a 12%, par 500ul de culture jeune 18h [DOs0=0,9).
L'incubation est faite a 37°C pendent 24h. La souche possede un pouvoir épaississant si le

gel formé présente une certaine rhéologie visqueuse.
111.3.9. Pouvoir aromatisant

La capacitée des souches a produire des composés aromatisants au cours du
processus de fermentation peut étre mise en évidence sur lait écréeme sterile 10%. Pour ce
faire, chaque tube contenant du lait écrémeé stérile a été ensemenceé par 500ul d’'une culture
de 18h [D0s=0,5), puis incubé a 30°C.

Apres incubation pendant 24h et coagulation du lait, 5 gouttes de deux réactifs de
Vogues-Proskauer VPI et VPII sont ajoutés & chaque tube, Aprés un délai de 10min. une
coloration rose traduit la formation d’acétylméthylcarbinol. Cette substance se transforme
en acetoine sous l'action de la soude (VPII) et se combine avec I'a-naphtol (VPI) en donnant
un complexe rouge. Un VP positif signifie que la souche possede une voie métabolique
particuliere pour la fermentation des hexoses, la voie butylénglycolique. (Zourari et al.,
1992).
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111.3.10. Pouvoir autolytique

L’activité autolytique est testée dans le tampon PBS (0,1M, pH 7, 2] chaque culture
de 18h standardisée [DOs0=0,2) est transférée dans un microtube stérile. Les cellules sont
réecupérées par centrifugation @ 12000xg pendent 2min, puis lavées deux fois et re-
suspendues dans 1 ml de tampon PBS. Les cellules suspendues ont subi un cycle de
congeélation [-20°C pendant 24h) apres décongeélation, le milieu est incubé a 37°C pendant
24h.

L'activité autolytique est determinée par le pourcentage d'abaissement de

I'absorbance a 620 nm apreés intervalle de temps, elle est définie selon (Piraino et al., 2008).
AA= (Ai- At) *100/Ai

Ou:

Ai: Absorbance initiale.

At : Absorbance apres t jour d'incubation.
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lll.4. Caractérisation sanitaire des entérocoques

111.4.1. Recherche de la gélatinase

Dans cette méthode, on a utilisé du bouillon nutritif avec 12% de gélatine (Marra et
al., 2007). Des cultures pures ont été ensemenceées aseptiquement par piqure centrale
dans ce bouillon, puis sont incubées pendant 24 a 72 h a 37 °C, apres elles sont maintenues
a 4 °C pendant 30 min avant lecture. Dans les tubes ou un organisme produit une gélatinase

suffisante, la gélatine reste liquéfiée apres refroidissement.
ll1.4.2. Recherche du type d’hémolyse (la cytolysine)

La méthode de recherche du type d'hémolyse a été décrite précédemment dans la

partie d’identification.
1l1.4.3. Recherche de la résistance des entérocoques aux antibiotiques

a) Principe

Ce test a été realisé selon les standards de l'institut international des laboratoires
clinigues (CLSI) en utilisant la méthode deécrite par Kirby Bauer (CLSI, 2014).
L'antibiogramme par diffusion permet de déterminer la sensibilité des bactéries a

croissance rapide vis-a- vis d'une gamme d’antibiotiques.

b) Protocole
A partir des cultures des souches d’entérocoques pures de 24 a 48 heures on a preleve
guelques colonies bactériennes et on les a transférés dans 5 mL d’eau physiologique pour

obtenir une suspension d’'une opacité equivalente a celle de I'étalon 0,5 MacFarland (environ

1.5 x 10° cellules /mL).

Couler le milieu Mueller - Hinton dans des boites de Pétri a raison de 20 ml par boite.et
laisser solidifier puis ensemencer par écouvillonnage. Et laisser quelques minutes pour se

sécher.

Appliquer les disques des antibiotiques a I'aide d’'une pince stérile (5 disques dans une
boite). Puis incubé a 37°C pendant 24h.

c) Lecture et interprétation
Mesurer le diametre de la zone d'inhibition a 'aide d’'une regle et le comparer aux
diameétres des concentrations critiques inférieure et supérieure afin de déterminer les

caracteres sensible, intermédiaire ou résistant de la bactérie vis-a-vis de chaque antibiotique.
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l.4.4. La recherche des géenes de résistance aux antibiotiques par la méthode PCR

Multiplex

La PCR Multiplex permet d'identifier les quatre génotypes de résistance aux

glycopeptides deécrits pour les entérocoques (vanA, vanB, vanC-1, et vanC-2) ainsi que

lidentification au niveau de I'espece des quatre especes des entérocoques cliniquement

importantes (£ faecalis, E. faecium, E. gallinarum et E. casseliflavus). (Dutka-Malen et al,

199535])

Les amorces utilisées dans cette technique sont citées ci-dessous dans le tableau :

Tableau 14 : Séquences et caractéristiques des amorces utilisees pour la recherche des

genes de résistance selon (Dutka-Malen et al/, 1995].

Génes Ta|||de . du | Oligdésoxynucléotides Dot Contenu
amplifices | Produit osition GC%
PCR (pb) | Couple Séquence (5’ ___3’)°
Vo _— A1 +GGGAAAACGACAATTGC 175-191 53
A2 -GTACAATGCGGCCGTTA 907-891 53
vanB 635 B1 +ATGGGAAGCCGATAGTC 173-189 53
Bo -GATTTCGTTCCTCGACC 807-791 53
vanC-1 822 C1 +GGTATCAAGGAAACCTC 246-272 53
Co -CTTCCGCCATCATAGCT 1067-51 50
vanC-BvanC-3 | 439 D1 +CTCCTACGATTCTCTTG 455-486 47
D2 -CGAGCAAGACCTTTAAG 885-869 47
Faecalis Eo -ACGATTCAAAGCTAACTG 1038-21 39
+TAGAGACATTGAATATGCC

/‘_fd/E . 590 F1 _TCGAATGTGCTACAATC NAD 37
aecium Fo NA 39

“+ Amorce sens -, Amorce anti-sens

*NA, non applicable.

a) Milieu réactionnel

La réaction d’amplification par PCR Multiplex est réalisée dans des micro-tubes PCR de 0.2

ml avec un volume final de 100 pl. la composition du milieu réactionnel est citée dans le

tableau suivant :
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Tableau 15 : composition du milieu réactionnel pour la recherche des genes de résistance
par la PCR Multiplex (Dutka-Malen et a/, 1995).

Constituants Concentration Volume a Concentration
stock prélevé finale
Tampon (Green GoTaq) oX 20ul 2X
dNTPs Mix 10 mM (chaque
) ] oul 0.5 mM
(Désoxyribonucléotides) dNTP)
Taq polymérase (GoG2) 1U/ul 2ul 2U
MgCl. 25 mM 16 pl 4 mM
Amorces 20uM (pour
2.5ul 0.5 uM
chacune)
ADN matrice
. 10ul >= 250 ng
(génomique)
Eau bidistillée stérile 42,

b) Conditions d’amplification

Les conditions d’amplification de la PCR Multiplex pour la recherche des genes de résistance

sont citées dans le tableau suivant selon (Dutka-Malen et a/, 1995).

Tableau 16 : Les etapes d’amplification pour la recherche des génes de résistance par

PCR Multiplex.
Dénaturation 35 cycles Elongation
Etapes  de | i itiale finale
PCR . . N .
Dénaturation | Hybridation | Elongation
1 cycle 1 cycle
T°C/Durée | 94°C/2min 94°C/1Tmin 50°C/1min | 72°C/1 min | 72°C/10 min

N.B. La programmation d’'une derniere étape de conservation d'un seul cycle a +4°C.

c) Visualisation et traitement des produits PCR sur gel d’agarose

Apres achevement de I'amplification, un volume de 10 pl de chaque produit PCR

melangeé avec 5 yl du tampon de charge est chargé dans un gel d'agarose préalablement

préparé a une concentration de 1.5% (voir préparation du gel).

Le gel est ensuite placeé dans la cuve d’'électrophorese, et 'appareil est mis en marche

sous une tension de 100V pendant 40 min.
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Apres fin de la migration, le gel d'agarose est coloré comme il a été décrit
préecedemment. Ensuite Il est visualiseé et photographié avec le transilluminateur Bio-Print
TXA4.

ll.4.5. La recherche des géenes de virulence par la PCR multiplex

Plusieurs facteurs de virulence ont été décrits chez les entérocoques, par exemple,
les substances d'agregation, la gélatinase, la cytolysine, la protéine de surface des
entérocoques, et une hyaluronidase.

La PCR multiplex est un essai rapide et pratique qui permet I'amplification simultanée
de plus d'un locus dans la méme réaction et qui est utilisé dans les laboratoires cliniques et
de recherche. Dans cette étude on a utilisé les amorces citées dans le tableau ci-dessous
selon un protocole décrit par Vankerckhoven & al., (2004).

Tableau 17 : Sequences et caractéristiques des amorces pour la détection des genes de
virulence. (Vankerckhoven & al., 2004).

Facteur de Taille du
Génes Nom de 'amorce | Séquence 5’ ___ 3’
virulence produit (pb)
Substance ASA 11 GCACGCTATTACGAACTATGA
asa’ 375
d’agregation ASA 12 TAAGAAAGAACATCACCACGA
GEL 11 TATGACAATGCTTTTTGGGAT
gelE Gélatinase 213
GEL 12 AGATGCACCCGAAATAATATA
CYTI ACTCGGGGATTGATAGGC
cylA Cytolysine 688
CYT lb GCTGCTAAAGCTGCGCTT
Protéine de
ESP 14F AGATTTCATCTTTGATTCTTGG
Esp surface des 910
ESP 12R AATTGATTCTTTAGCATCTGG
entérocoques
HYL n1 ACAGAAGAGCTGCAGGAAATG
Hyl Hyaluronidase 276
HYL n2 GACTGACGTCCAAGTTTCCAA

a) Milieu réactionnel
La réaction d’amplification par PCR Multiplex est réalisée dans des micro-tubes PCR
de 0.2 ml avec un volume final de 50 pl. la composition du milieu réactionnel est détaillée
dans le tableau suivant :
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Tableau 18 : Composition du milieu réactionnel pour la recherche des genes de virulence
par la PCR Multiplex (Vankerckhoven & al., 2004).

CEISURISIDS Concentration stock | Volume a prélevé Concftia::lr;atlon
Tampon (Green GoTaq) oXxX 10 ul 1X
dNTPs Mix 10 mM (chaque
(Désoxyribonucléotides) dNTP) 1.5 0.2 mM
Taq polymérase (GoG2) 1U/u 1.5 ul 1.5U
MgCl- 25 mM 2 1T mM
1ul (asa, gelE, hy) 0.1uM
Amorces 9 UM (pour chacune] Ul (oyld, esp) 0.2uM
AND matrice 5 >= 250 ng
(génomique)
Eau bidistillée stérile 20ul

b) Conditions d’amplification
Les conditions d’amplification de la PCR Multiplex pour la recherche des genes de

virulence sont citées dans le tableau suivant selon (Vankerckhoven & al., 2004).

Tableau 19 : Les etapes d’amplification pour la recherche des genes de virulence par PCR

Multiplex.
Dénaturation 35 cycles Elongation
Btapes  de | i itiale finale
PCR ) . N .
Dénaturation | Hybridation | Elongation
1 cycle 1 cycle
T°C/Durée | 95°C/5min 94°C/1Tmin 56°C/1min | 72°C/1 min | 72°C/10 min

N.B. La programmation d’'une derniere étape de conservation d'un seul cycle a +4°C.

c) Visualisation et traitement du produit PCR sur gel d’agarose

Apres achevement de I'amplification, un volume de 20 pl de chaque produit PCR

meélangé avec Syl du tampon de charge (voir annexe) est chargé dans un gel d’agarose

prealablement prépareé a une concentration de 1.5% (voir préparation du gel).

Le gel est ensuite placé dans la cuve d’'électrophorese, et 'appareil est mis en marche

sous une tension de 100V pendant 40 min. Apres fin de la migration, le gel d’agarose est

coloré comme il a été décrit préecédemment. Ensuite il est visualisé et photographié avec le

transilluminateur Bio-Print TX4.

89




Partie Il

Résultats & Discussion



Chapitre V Résultats & Interprétations

IV.1. Etude physicochimique et microbiologique du lait de chamelle

IV.1.1. Résultats & discussions
IV.1.1.1. Analyses physicochimiques
Les résultats des analyses physicochimiques sont résumes dans le tableau suivant :

Tableau 20 : Valeurs moyennes des parametres physicochimiques du lait de chamelle

Parametres |pH Acidité | Densité EST Tauxde |Teneuren Matiere
physico- dornic (g/1) cendre protéines grasse
chimiques (°D) (g/1) totales (g/1) |(g/1)
Moyenne 6.8 18,7 1028,06 (1186 7.8 29,6 404
(n=40]

0.2 +0.1 +0.1 +0.1 0.2 +10

Les valeurs de pH mesurées pour les échantillons du lait de dromadaire se situent
entre 6,26 - 6,95. Ces valeurs confirment que globalement le pH du lait camelin est

legerement acide, la valeur moyenne est de 6,8.

Ces valeurs obtenues sont en corrélation a celles citées dans maints travaux.
Lombarkia et al (2007) ont signalé une valeur de pH se situant dans la méme gamme
6,51 et 6,69. Gorban et lzzeldin (1997) ont constaté que le pH varie en fonction de
I'alimentation et de la disponibilité de I'eau. D'autre part, Yagil (1985), estime que le pH du

lait camelin peut étre attribuable a la richesse de ce lait en acides organiques divers.

L’acidité totale du lait cru est exprimée en degré Dornic (D°), la moyenne est 18,7
D°, avec une variation de 15 - 24 D°, cette acidité est semblable a I'acidité de lait de vache
qui est de I'ordre de 17,12 D°. L'acidité titrable, qui témoigne de I'état de fraicheur du lait
et de sa richesse relative en caseines, phosphates, citrate, hydrogénocarbonate et

lactates, varie en sens inverse avec le pH.

Notons que l'acidité a peu d'influence sur le pH, dont I'abaissement conséquent est
relativement lent. Cette constatation expérimentale, signalée par de nombreux auteurs, est
due a l'effet du pouvoir tampon du lait camelin, relativement ; plus important par rapport

aux laits d’autres especes.

On parle aussi de l'acidité développée du lait qui est due a la transformation du
lactose en acide lactique par les bacteries (acidité titrable = acidité apparente + acidité

développee).
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Apres avoir mesuré la densité des échantillons du lait camelin examing, on a
déterminé une moyenne de l'ordre de1028,06. Elle est comparable aux valeurs, 1025-
1038 rapportées par la FAO (1995) d’'apres une compilation de diverses sources. Farah
(1993) a cité une fourchette de 1025-1032 avec une moyenne de 1029, Daget & Lhost
(1995) avec 1026, Kamoun (1995) avec1028,0+ 0.002 et Larsson-Raznikiewicz &
Mohamed (1994) avec 1.026 a 15°C.

La densité dépend directement de la teneur en matiere seche, liée fortement a la
fréquence d'abreuvement. Ce qui expliqgue la variabilité des valeurs entre les différents

echantillons de lait analysés et entre celles citées dans la littérature.

La teneur en matiére grasse des échantillons du lait de chamelle varie de 19 a 50
g/|, avec une moyenne geneérale de 40,4 g/I. Elle semble légerement plus élevée que celle
du lait bovin qui est de I'ordre de 32,5 g/1 £9,118 et plus faible que celle des humains (45
g/l). Elle se situe entre des valeurs extrémes, relevées pour la race Somali (56 g/I1) selon

(Karue., 1994 et pour la race Wadah (24.6 g/I) selon (Mehaia & al., 1995).

Il s’est avéré gu’'en dehors de la race, le rang de la traite influe sur le taux de la
matiere grasse. En effet, la traite du matin donne un lait relativement pauvre en matiere
grasse par rapport a celui des autres traites, bien gu'il soit quantitativement plus important
(Kamoun., 1994). La répartition des valeurs montre gu'il existe quelques échantillons avec

des concentrations élevées.

La teneur en matiere seche totale des échantillons analysés est egale a 118,6 g/I
avec un maximum de 146 g/I et un minimum de 77,3 g/I. Cette moyenne est un peu
inférieure a celle du lait bovin qui est de I'ordre de 128 g/I, et humain 129 g/I. Elle se situe
dans la fourchette des travaux menés a travers le monde, a savoir 121 a 150g/I
(Bayoumi, 1990]. Elle semble par ailleurs, du méme ordre de grandeur que celles
rapportées pour la race Hamra (116 g/l £11) selon Mehaia & al., (1995]) et pour les
races Majaheim et Somali (121.5 g/1]) selon Abu-lehia, (1994) et plus élevée que celles
rapportées par Gnan et al., (1994) (95.6 g/I) et par Bengoumi et al., (1994) (69.5 g/I
2.7).

L'une des principales caractéristiques du lait camelin est en effet, sa teneur en
matiere seche réduite par rapport a celle des laits d’autres especes (Ramet., 1994). En
ete, la teneur en eau du lait augmente et donc sa matiere seche diminue davantage sous
I'effet du stress hydrique. En outre, il a été montré que le passage d'un régime hydrateé a un
régime pauvre en eau entraine une chute de la teneur en matiére séche totale de 14.3 a

8.8 % et qu'en cas de privation ou dabreuvement insuffisant, la teneur en eau du lait
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camelin augmente et passe de 87 a 91 %. Ceci constitue selon Yagil et Etzion (1980),
une réponse physiologique au stress hydrique permettant d'assurer la survie du chamelon.
La teneur en matiere seche du lait varie eégalement en fonction du stade de lactation
(Bengoumi et al.,1994). Ainsi, elle diminue durant le mois suivant le vélage, puis augmente

suite a I'accroissement des taux de matiere grasse et azotée (FAO., 1995).

Les résultats consignés dans le tableau ci-dessus indiquent une teneur moyenne en
proteines totales egales a 29,6 g/I. Celleci est inférieure de celle du lait bovin (32 g/I1] et
est environ, deux fois plus élevée par rapport a celle du lait humain (12 g/I). Le taux que
nous avons releveé lors de la présente étude se situe dans la fourchette des travaux cités
par Mohamed et al (1989) et Gnan et al, (1994) a sawoir 46g/1 et 21.5 g/I
respectivement. Il est inférieur a la valeur trouvée par Kamoun (1994) soit 34.3 g/ £4.4.
Cependant, il est semblable a celles rapportées par Mehaia et al,(1995) pour les races
Majaheim et Hamra (29.1 g/l et 25.2 g/I).

Concernant la variation de la teneur protéique, Yagil et Etzion, (1980]) signalent
gu’'elle est maximale juste apres le part et arrive a atteindre 11.6 %, puis elle diminue et
atteint des valeurs comprises entre 4.6 et 5.7 % en régime hydraté ou entre 2.5 et 3.3 %
en régime peu hydraté. Quant a sa composition, elle varie en fonction des stades de
lactation. Selon Kamoun, (1994), les deux premiers mois de lactation se caractérisent par
une diminution des taux, protéinique et butyreux du lait camelin. Ces derniers atteignent
une valeur minimale coincidant avec le pic de lactation, puis retrouvent, en fin de lactation,

un niveau comparable a celui de départ.

I est important de rappeler que la matiere azotée du lait camelin en I'occurrence,
existe sous forme d'azote protéique majoritaire (90 % de l'azote total) et d’azote non
protéique (10% en moyenne de l'azote total). Le lait camelin renferme cependant plus
d'acides aminés libres et d’autres composeés azotés non protéigues (NPN]) que le lait bovin.

(Abu-Taraboush & al., 1998)

IV.1.1.2. Analyses microbiologiques

Le tableau ci-dessous récapitule les différents résultats des analyses
microbiologiques.

Tableau 21 : Valeurs moyennes des attributs microbiologiques du lait de chamelle

Parameétres FAMT | Coliformes Coliformes Streptocoques| Levure &
microbiologiques| (ufc/ml) | totaux/ml |thermotolérants/ml| fécaux/ml |Moisissures
UF/ml
Moyenne 5 4 5 5
(n=40] 3,36x10 8,65x10 5,81x10 44 1,34x10

FAMT : Flore aérobie mésophile totale
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D'apres les résultats obtenus, les échantillons présentaient une charge importante
en FAMT avec des variations légeres entre les échantillons. Ces résultats se rapprochent

de celles rapportées par certains auteurs a savoir Semereab et Molla., (2001) (4 x

10°UFC/ml) ; Sela et al., (2003) (8.0 x 10" - 5.3 10° UFC/ml) ; Younan, (2004) (10°- 10°
UFC/ml). D'ailleurs, la moyenne de dénombrement des FAMT (3,36x10° UFC/ml) est plus

ou moins acceptable par rapport a la norme algérienne appliquée sur le lait de vache (NA
35/1998). Ceci est expligué par les résultats de pH et de l'acidité Dornic qui ont eté
corrélés avec le taux des FAMT. Ceci pouvait provenir de I'absence des mesures d’hygiene
rigoureuses lors de la traite, la non-disponibilité de I'eau dans les zones d’élevage, et peut

étre la distance des sites d'échantillonnage.

D'apres les données du dénombrement des coliformes totaux, il apparait que la

moyenne de ce comptage est inférieure a celles cités dans d'autres travaux a savoir :
Tourette, (2002) (3.55 x 10° CT/ml) ; Benkerroum, et al., (2003), (1.6x10" CT/ml) ;

Siboukeur, (2008) (10° & 10° CT/ml). Néanmoins, ces germes sont absents dans les
echantillons E1, E2, E3, E4, E5, EB, E9, ce résultat peut suggérer que cette flore est
absente ou probablement inhibée par d'autres facteurs présents dans le lait tels que les
protéines et peptides a activités antimicrobiennes qui sont produits par la flore lactique. En
effet, la présence de ces facteurs dans le lait camelin et leur role a été signalée par
plusieurs auteurs a savoir Desmazeaud & Roissard, (1994), et Kamoun, (1994). Méme
si leur nombre varie entre un échantillon et un autre du fait de la différence dans la période,
l'origine et les conditions de prélevement du lait, cela témoigne d'un niveau de
contamination fécale. Cette contamination peut étre la conséquence d'une multiplication
rapide et massive de la flore fécale initialement présente dans le lait cru qui peut étre
transmis par les mains du trayeur, par l'animal lors de la traite, par la queue et les

éclaboussures ([Hamama, 1989 ; Faye et Loiseau, 2002).

Les donneées relatives au dénombrement des streptocoques dans le lait camelin
collectés revelent que ces laits présentent une moyenne inférieure a celle rapportée par la
norme algérienne concernant le lait de vache (NA 35,/98). En outre |'absence totale des
streptocoques dans quelques échantillons peut é&tre expliqguée par l'absence d’une
contamination d'origine fécale. En plus, le rapport coliformes thérmotolérants
/Streptocoques fécaux est en général supérieur a 1, ceci indique qu'il y a une

contamination d’'origine humaine (Cug, 2007).

D'apres les résultats obtenus sur la recherche des ASR dans les échantillons du lait

camelin, on a trouvé qu'ils sont exemptés des ASR. L'absence totale des ASR, explique
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'absence d’'une contamination tellurique (Cug, 2007). Ces résultats peuvent étre expliqués
par l'effet antimicrobien du lait camelin. En effet les chamelles de la région ne sont pas
alimentées avec l'ensilage ou d'autres concentrés industriels connus qui peuvent étre la
source principale de contamination de lait avec les spores bactériennes (Benkerroum et

al. 2003).

La recherche des Salmonelles et Shigelles révele I'absence totale de ces germes
dans les échantillons du lait analysés.

Les raisons les plus fréquentes de leur absence dans le lait sont expliquées par
'absence des origines de contamination, le lait de chamelle analysé ne provient pas
d'animaux malades ou porteurs, le lait n‘'est pas contaminé par des individus porteurs ou
malades au moment de la traite.

En outre, les troupeaux de chameaux bénéficient rarement de soins vétérinaires
avec le manque d'une désinfection appropriée entre les intervalles de la traite, ce qui
pourrait ameliorer la colonisation micraobienne.

Les champignons ont été détectés dans les echantillons analysés avec une
moyenne de 1,34x10° UFC/ml. En effet, les données acquises au dénombrement des
levures et moisissures dans les échantillons de lait camelin montrent que ce résultat ne
s'accorde pas avec les travaux de Benkerroum et al., (2003) (7.94 x10 UFC/ml), ceci
peut étre interpréter par le fait que le pH normal du lait de chamelle faisant prédominer

des bacteries de celle des levures et moisissures (El-Ziney & Al-Turki, 2007).
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IV.2.Isolement et identification des entérocoques

IV.2.1. Isolement et identification des souches étudiées
IV.2.1.1. Résultats d’identification morphologique

L’étude des caracteres morphologiques des souches isolées nous a permis de
sélectionner 123 isolats appartenant aux entérocoques. Apres incubation de ces isolats
ensemencés dans le bouillon BHI, a8 37°C pendant 24h nous avons obtenu un trouble
homogene. L'observation macroscopique des cultures en milieu solide BHIA montre la
présence de grandes colonies rondes d'un diamétre d'environ 2 @ dmm, lisse de couleur
blanche crémeuse, et d’'un contour régulier. Sur le milieu CATC les colonies sont sous
forme ronde de contour régulier, ayant une couleur rouge ou rose, avec un diametre de
1mm. L’état frais montre que tous les isolats sont sous forme sphérique et sont
immabiles. lls sont des cocci Gram positifs, isolées, en diplocoque, ou sont parfois associent

en courtes chainettes.

IV.2.1.2. Résultats de I'identification physiologique des isolats
Pour l'identification des entérocoques, il est primordial de les différencier des autres
cocci Gram positifs, catalase négative. Les caracteres physiologiques et biochimiques des

souches soumises a l'identification figurent dans I'annexe E.

Centvingttrois souches ont été isolées sur milieu BHIA. Les colonies obtenues sur
milieu CATC au chlorure de triphényltétrazolium (T.T.C.), étaient régulieres, rondes, lisses, a
centre rouge foncé ou rose entouré d'une auréole blanche. Elles présentaient presque
toutes les caracteres phénotypiques indiqués dans le tableau ci-dessous qui sont
couramment utilisés pour distinguer les entérocoques des autres cocci Gram positifs, ils
sont facultativement anaérobies, ont la capacité de croitre en présence de 65 g de NaCl / |,
apH 96 eta 10 et 45 ° C. alors que la croissance a 10 ° C n'a pas éteé observée dans 23
des 123 isolats. Tous ces caracteres montrent que toutes les souches isolées étaient bien

des entérocoques.

IV.2.1.3. Résultats de I'identification biochimique des isolats

Les méthodes traditionnelles pour identifier les especes d'Enterococcus avec les
essais biochimiques conventionnels dans les tubes a essai sont laborieuses et demande
plus de temps, tandis que l'utilisation des systemes commerciaux d'identification peut
sauver le temps et l'effort. Le systeme APl 20 Strep (bioMérieux] a été utilisé depuis
longtemps pour identifier les entérocoques au niveau de l'espece. L'API 20 Strep est un

systeme d'identification standardisé avec 20 tests biochimiques concus pour l'identification
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des especes de Streptococcus et dEnterococcus. || peut étre utilisé pour identifier
seulement £ faecalis, E. faeciun, E. aviumn, E. durans, et E. gallinarum.

Le résultat de l'identification par 'API 20 STREP de nos isolats est présenté dans le

tableau suivant :

Tableau 22 : Représentation globale du résultat de 'API 20 STREP

Espéece Fréquence Pourcentage /(n=123 isolats)
E. faecium 78 63,4%

E. gallinarum 18 14,6%

E faecalis 14 11,4%

E avium Q7 5,7%

A. viridans 1 03 2,4%

S. uberis 02 1,6%

L. lactis ssp lactis 01 0,8%

Total 123 100%

Ce tableau ci-dessus représente la distribution des isolats identifiés en fonction des
especes. La plupart des isolats ont ete attribués aux especes £ faecium, E. gallinarum, E.
faecalls, et E avium avec des pourcentages de 63,4%, 146%, 11,4%, 57%
respectivement, ainsi on a signalé la présence de six isolats qui n'appartiennent pas au
genre Enterococcus. D'apres cette identification on constate qu'il y a une dominance de
I'espece E. faecium dans les échantillons du lait de chamelle. En revanche il semble que le
systeme APl 20 Strep ne soit pas approprié pour étre appliqgué avec succes avec d'autres
especes d'entérocoques (£ munati, E. hirae, E. casseliflavus ou E. malodoratus...) puisque
les galeries API Strep ne contiennent pas les tests nécessaires pour differencier la plupart
de ces entérocoques. Des tests supplémentaires sont nécessaires, mais ceux-Ci ne sont
souvent pas inclus dans les galeries.

IV.2.1.4. Identification par le SDS-PAGE

La technigue d’électrophorese sur gel de polyacrylamide [PAGE] des polypeptides
cellulaires totaux solubilises par un traitement avec du dodecylsulfate de sodium (SDS), a
ete utilisée pour l'identification et le typage des bactéries. Cette technique permet I'étude
comparative d'un grand nombre de protéines codées par une partie importante du
génome et, par consequent, a un potentiel tres éleve pour mesurer les relations entre les
isolats. Les proteines sont seéparéees en fonction de leurs poids moléculaires, car le SDS, un
agent dénaturant solubilise les protéines en les rendant linéaires et leur donnant une
charge négative. Par cette méthode il apparait ainsi de détecter des relations

taxonomiques plus large, en particulier au niveau des especes et sous-especes, que les
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methodes basees sur des parametres de charge. Nous avons essaye d'appliquer cette

technique pour l'identification de 23 isolats pour voir si elle convient pour ce type d'espece.

SDS page dendrogram : UPGMA (Dice)
Distance Identification with API 20 STREP system
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Strain 14 Enterococcus faecium
Strain 15 Enterococcus faecium
Strain 16 Enterococcus faecalis
Strain 12 Enterococcus faecalis
Strain 9 Enterococcus faecalis
Strain 10 Enterococcus faecium

Strain 13 Enterococcus faecium
Strain 11 Enterococcus faecium
Strain 7 Enterococcus faecalis
Strain 8 Enterococcus faecium
Strain 6 Enterococcus avium

Strain 3 Streptococcus uberis

Strain 5 Enterococcus faecium
Strain 1 Enterococcus avium

Strain 4 Lactococcus lactis ssp lactis
strain 2 Enterococcus faecalis
Strain 17 Enterococcus faecium
Strain 19 Enterococcus faecalis
Strain 18 Enterococcus faecalis
E. faecalis (RS) Enterococcus faecalis

Strain 21 Enterococcus faecalis

Strain 22 Enterococcus faecalis

Strain 23 Enterococcus faecalis

Strain 20 Enterococcus faecalis

Figure 7 : Profils électrophorétiques des extraits cellulaires des protéines totales des isolats
d’'Enterococcus; le coefficient moyen de corrélation [r) est représente sous forme d’un
dendrogramme, et est calculé par I'algorithme de regroupement des moyennes des paires non
pondérees [UPGMA)] des isolats par rapport a la souche de référence. (RS indigue la souche de

référence].

La limitation du nombre des isolats identifiés par cette méthode (23 isolats) dans ce cas
est due au fait qu'elle nécessite un tres grand nombre de souches de références (dans le
cas du genre Enterococcus, on a besoin de toutes les souches de référence pour arriver a

identifier précisément tous nos isolats).

IV.2.1.5. Identification moléculaire

IV.2.1.5.1. Extraction de I’ADN selon Pitcher et al., (1989).

Apres l'extraction de I'ADN de nos isolats et apres leur visualisation sur gel
d’agarose a 0.8% nous avons obtenu les résultats montrés dans la figure 8.

D'apres le gel il apparait clairement que tous les isolats possedent la méme taille de

'ADN génomique, ce qui est justifié par I'alignement des bandes dans la méme position sur
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le gel. La difféerence entre ces bandes réside dans leurs intensités [(épaisseur), ce qui

signifie une différence de rendement d’extraction pour chaque isolat.
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Figure 8 : Un exemple de visualisation de 'ADN genomique des isolats d’entérocoques sur

gel d'agarose a 0.8% (Photos visualisées par le Transilluminateur-UV BioPrint TX4)

Cette méthode d'extraction d'/ADN a montrer une fiabilité importante, car elle nous
a donné des rendements élevés avec une bonne pureté de 'ADN genomique des isolats,
ainsi elle est rapide et ne nécessite pas beaucoup d’étapes, ni utilisation des solvants

chimigues dangereux [phénal...).
IV.2.1.5.2. Identification des souches par la technique ERIC-PCR

La reaction d’amplification en chaine par polymérase des séquences intergénigues
repetitives entérobactériennes (ERIC-PCR) est souvent utilisée pour analyser la diversité
des bactéries entériques (Wilson & Sharp 2006). La position et le nombre des séquences
ERIC dans les bactéries varient de sorte gqu'ils peuvent étre utilisés comme margueurs
génétiques pour étudier la diversité des isolats bactériens. Apres visualisation des produits
genérés par la méthode ERIC-PCR (Figure 9) on a constaté l'existence de difféerences
notables dans le nombre et la taille de ces produits. Meacham (2003) a signalé que la
difféerence dans le nombre et la taille des profils ERIC-PCR décrivent la diversité genétique

parmi les isolats bactériens.
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Nos isolats ont donné des profils électrophorétiques contenants entre 2 a 8
amplicons avec des masses moléculaires allant de 100 a 2500 pb (figure 9). Ces
résultats sont ensuite traités et analysés par le logiciel BioNumerics v 7.6 (Applied Maths.
Belgium, 2016). Sur la base des profils ERIC-PCR, un arbre phylogénétique qui décrit la
diversité génetiqgue des isolats a été construit par ce logiciel en utilisant la méthode
UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean) et en se basant dans le

calcul sur l'utilisation du coefficient de similarité « Dice » (figure 10].
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Figure 9 : Amplicons des isolats générés par la méthode ERIC- PCR et visualisés sur gel

d’agarose (Photos visualisees par le Transilluminateur-UV BioPrint TX4)

En plus du dendrogramme montré dans la figure ci-dessous on a combiné les
résultats d'identification par la galerie API20 STREP, pour faire une comparaison entre les

deux méthodes d’identification.

100



Chapitre V Résultats & Interprétations

Similarizs an pourcencage Bl Tlombion grae CEIC-ERCE Mtntn A ae AR SO BT O

ecium

Devanangne” 1N

=1 E avium

515 E faccalis
S14  E faecium
536 E gallinarum
599 E faecium
L fmecium

@
a
-

| J3ISN|D)

83 = uberns
537 E gallinarum
S70 E faecium
sSee S

uberns

= faecium

faocalin

E
P faocium
r
(=

S faecium

E aviam

E faecium

E aviam

E fascium
E faecium

E gallinacum

bagonnl “.- -L-H “

S29 E faecium
Sa4  E avium
S117 E gallinarum

| Ja1snjogng

5121 E fascium

584 A viridana
5108 E faecium

3
. :i-
]

i

5113 E raecium
SA40 L lactis ssp |
S73 E faescium ' '
H534  E gallinacum —
5104 E fascium C
LB L ftaocium
H106 B fascium m
¢ 5103 B fascium rr
3 558 E fasecium m
! £5108 E fascium
11 75 E fascium -3
i S806 E faecium
| S107 E faecium __
11 5109 E gallinarum
| l 5100 E faecalis
] S122 E faecium
[ | H102 B fascium
| l' iIs LT74 L faocium
1 1 > 570 E faecium
F 540 E faocium
I [ | 5101 E fascium
11 [ ] S111 E fascium
‘ !- ; - " re—snn
ne S33 E gallinarum U)
i | H541  E faecium [ =
12 U taccalis O
22 E faecalis o
o7 E faccalin E
X EEna &
s558 E gallinarum m
S04 E gallinarum -3
a5 E faecium m
s531 E gallinarum
59 E fascalis
[HOod E fascium
5On5 E faocium

Figure 10 : Dendrogramme d'identification des isolats des entérocoques par la méthode
ERIC-PCR [calculé par la méthode UPGMA en utilisant le coefficient de similarité « Dice »)
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Les profils ERIC-PCR ont été analysés en utilisant la méthode UPGMA. Comme il est
montré dans la figure 10, le dendrogramme ERIC-PCR est divisé en 2 clusters majeurs,
Cluster | et ll.

Le cluster | regroupe 47 isolats, et il est divisé en plusieurs sous-groupes, ainsi il est
caractérisé par une grande diversité génetique, dans ce cluster 55,32% des isolats ont
eté identifies par 'API 20 STREP comme étant des £ faecium, le reste est réparti entre £
faecalis 12,76%, E. gallinarum 12,76%, E. aviurn 10,64%, A. viridans et S. uberis 04,25%

pour chacune.

Le cluster Il est subdivisé en deux sous-groupes (subcluster), dans le premier sous-
groupe on a recensé 952 isolats avec une dominance d'£ faeciurm 82,7%, suivi par E
gallinarurm O7,69%, E. faecalis 03,85%, et le reste est distribué a titre égal (05,76%) entre
E. avium, A. viridans, et L lactis subsp lactis, le deuxieme sous-groupe constitueé de 22
isolats parmi eux se trouve la souche de référence £ faecalis ATCC 29212, pareillement,
dans ce sous-groupe il y a une dominance d'£E. faecium 40,9%, suivi par E faecalis et E.

gallinarum avec 27,27% pour chacune, et £ avium 04,54%.

D'apres cette constatation et le fait qu'il n'y a pas assez de souches de réference
pour bien juger l'identification de nos isolats, il est présumeé que cette méthode (ERIC-PCR])
nous a permis de regrouper la plupart des isolats en deux especes bien distinctes £
faeciurm qui est représenté par le sous-groupe 1 du cluster I, et £ faecalis représente par
le sous-groupe 2 du méme cluster, avec une troisieme possibilité Enterococcus spp
regroupee dans le cluster | et qui nécessite plus d'analyse pour affilier correctement les

différents isolats.
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IV.3. Caractérisation technologique des entérocoques

IV.3.1. Etude des aptitudes technologiques

IV.3.1.1 Pouvoir acidifiant, et cinétique de croissance

L'un des caracteres technologiques essentiels des bactéries des levains est leur
aptitude a l'acidification qui dépend de l'aptitude a la fermentation du lactose et de la
résistance a l'acidité développée. Afin de n'étudier et de ne conserver que les souches
présentant une aptitude acidifiante suffisante, 'ensemble des isolats ont été éprouvé par
une mesure du pH, et de l'acidité titrable des cultures sur lait écréemeé steérilisé par

tyndallisation, apres des intervalles de temps d'incubation a 37° C allant jusqu’a 72 h.

Au cours de I'étude de ces parametres, nous avons mis en évidence des différences
notables dans l'aptitude a l'acidification des souches d'entérocoques identifiees. Ces
difféerences sont illustrées par les histogrammes de fréquence des figures 11 et 12 qui
correspondent respectivement a l'ensemble de la collection (fig.), et a chacune des
especes (fig.)]. On observe ainsi sur les cultures de 72 h a 37°C des valeurs de pH qui
oscillent entre 5,48 et 6,73 pour I'ensemble des souches, avec une moyenne générale de
95,94 et un écart type de 0,288. Il est a noter que le pH initial du lait écremé était de 7,45
en moyenne. Comme on remarque que plus de la moitieé (>50%]) des souches ont abaissé le

pH au bout de ces 72 heures au-dessous de la moyenne (5,94] [voir figure ci-dessous).

£ Freque

—MNao rn\

40 Moyenne = 5,94

Ecart type

type 288
=123

30

Mombre de souches

20+

b

N
_‘\\\\\

=

2| o

540 558 5,76 594 B.12 B30 648 B.6B 6.84 7.02
pH

Figure 11 : Distribution des isolats d’entérocoques en fonction de leur pH mesure apres

72 h d’incubation dans le lait écrémeé stérile.
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Et pour chacune des especes une moyenne a été enregistrée, pour £ faecium 5,85,
pour E. avium 5,93, E gallinarum 5,97, et pour E. faecalis 6,45 (figure 12). Un tres petit
nombre des espéces entérocoques est capable d'acidifier le lait écremé stérile a un pH

inférieur a 5,5.

6.80
6.60
6.40
6.20
6.00
5.80
5.60
5.40
5.20

Moyenne des pH

Souches

Figure 12 : Comparaison des moyennes de pH mesurés apres 72h entre les différentes

souches identifiées.

Il semble que la plupart des especes identifiees dans cette étude n'arriveront pas
a abaisser le pH au-dessous de 5,9, et ceci apres 72 heures d'incubation. Ce qui laisse
suggérer que la plupart des souches ont une faible habilitée a acidifier le lait écrémé stérile.
L'épreuve de sélection a finalement permis de retenir 18 souches d'entérocoques qui
repondent aux conditions fixées, a savoir : aptitude a acidifier le lait a pH inférieur ou egal a
5,8 (Tableau 25).
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Tableau 23 : Les souches sélectionnées pour effectuer la recherche des aptitudes

technologiques. (Le pH initial du lait écrémé est de 7,45).

Codes ID souches ID souches par 72h d'incubation a 37°C
souches | APl 20 STREP ERIC-PCR pH Acidité °D
510 E. faecium E. faecalis 9,95 55
526 E. avium Enterococcus spp 9,56 48
528 E. faecium E. faecalis 5,50 35
530 E. gallinarum Enterococcus spp 9,76 33
533 E. gallinarum E. faecalis 9,60 38
543 E. faecium Enterococcus spp 9,78 58
549 E. faecium E. faecium 5,60 70
555 E. faecium E. faecium 9,77 60
557 E. faecium E. faecium 9,60 50
S61 E. faecium Enterococcus spp 5,60 93
S62 E. faecium E. faecium 5,70 53
S77 E. faecium E. faecium 5,50 47
5390 E. faecium Enterococcus spp 9,68 52
594 E. gallinarum E. faecalis 9,70 47
5104 E. faecium E. faecium 9,68 40
5114 E. gallinarum Enterococcus spp 9,54 60
S115 E. faecium E. faecium 5,48 75
S117 E. gallinarum E. faecium 5,69 40
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Figure 13 : Courbes moyennes d'acidification et de la cinétique de croissance des difféerents isolats d’entérocoques sélectionnés.

Parmi les aptitudes technologiques des souches, I'un des premiers criteres de choix est naturellement |'aptitude a l'acidification. Il nous fallait
donc fixer un pH limite assez bas, mais ce pH devait cependant étre compatible avec le pouvoir acidifiant de chaque espece afin de conserver un nombre
suffisant de souches en vue de I'étude d'autres caracteres. Le tableau 25 rend compte des souches sélectionnées sur cette base. Apres on a établi les
courbes moyennes de pH, de l'acidité titrable, et de la cinétique de croissance, pour chaque espece sélectionnée (figure 13). Ces graphiques mettent
clairement en évidence les difféerences d'aptitude a l'acidification de chacune des especes d'entérocoques, difféerences qui n’apparaissent non pas tant
sur le pH final des cultures que sur la vitesse d'acidification, I'espece £ faeciurn (S115) étant de ce point de vue particulierement active ; toutefois, dans
les 18 heures de culture, les entérocoques sont aptes a provoquer une acidification plus rapide du milieu. Il y a la un facteur favorable pour leur emploi
dans les levains. Une observation qu'on a faite sur les courbes d’acidité titrable de 11 souches, c’est qu’il y a une diminution de I'acidité a la fin de la
phase exponentielle de chacune de ces souches, suivies par une augmentation de cette acidité de novo ! au cours de la phase stationnaire, sans qu'il y

ait effet sur le pH.
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IV.3.1.2. Pouvoir coagulant

Pour la plupart des souches, le coagulum formé a une consistance pateuse, il
s’eécoule lentement et il est friable. Le volume de lactosérum mesuré pour ces souches
varie de 9,5 % jusqu’'au 53 % du volume total du lait écréme utilisé dans chaque flacon. Les
souches S48, S114, et S115 ont donné un aspect different du coagulum, il s’agit d'un
liqguide lisse non homogene et qui coule lentement en formant un filet, le volume du
lactosérum mesuré pour ces souches-a est de 35 %, 24 %, et 32 % respectivement. Le
tableau suivant résume I'aspect des gels formés apres incubation a 37 °C des souches
sélectionnées dans le lait écrémé pendant 48 h, et le volume en pourcentage de la

synerese produite dans ces laits.

Tableau 24 : Aspects rhéologigues des coagulums obtenus par les souches sélectionnées.

Rieatdlies ID souches par Synérése
Souches API 20 ERIC-PCR Aspect du gel (%)
STREP
S10 E faecium E faecalis Ferme, friable et visqueux 31
SP6 E avium Enterococcus spp | Ferme, friable et visqueux 10,5
528 E faecium E faecalis Ferme, friable et visqueux 9,5
S30 E gallinarum | Enterococcus spp | Ferme, friable et visqueux 12,5
S33 E gallinarum E faecalis Ferme, friable et visqueux 9,5
543 E faecium | Enterococcus spp | Ferme, friable et visqueux 50
s49 E fascium E faecium Filant, \ lisse et non 35
homogene
5955 E faecium E faecium Ferme, friable et visqueux 44
S57 E faecium E faecium Ferme, friable et visqueux 29
S61 E faecium | Enterococcus spp | Ferme, friable et visqueux 33
S62 E faecium E faecium Ferme, friable et visqueux 20
S77 E faecium E faecium Ferme, friable et visqueux 18
590 E faecium | Enterococcus spp | Ferme, friable et visqueux a3
594 E gallinarum E faecalis Ferme, friable et visqueux 42
S104 E faecium E faecium Ferme, friable et visqueux 36
s114 E gallinarum Enterococcus spp | Filant, \ lisse et non o4
homogene
S115 E faecium E faecium Filant, \ lisse et non 30
homogene
S117 E gallinarum E faecium Ferme, friable et visqueux 26

IV. 3.1.3 Activité protéolytique

L'action protéolytique des entérocoques peut se manifester soit par une production
d'enzymes exo-cellulaires qui accompagne le développement microbien, soit par une

libération d'enzymes endo-cellulaires apres la lyse des corps bactériens. La dégradation de
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la caséine du lait par les entérocoques est d'une grande importance pour la maturation

des fromages. Des données contradictoires sur |'activité protéolytique des entérocoques

suggerent une remarquable variation d'une souche a l'autre (Arizcun & al., 1997 ; Durlu-
Ozkaya & al., 2001 ; Delgado & al., 2002 ; Giraffa, 2003). Bien qu'il y ait des exceptions,

I'activité protéolytigue des entérocoques semble généralement faible.

Dans cette étude presque la majorité des souches sélectionnées (77,8%])ont

montré une activité protéolytique positive moyenne, qui varie d'une souche a l'autre et qui

se traduit par des zones de protéolyse d'un diametre oscillant de 14 mm a 31 mm. Les

résultats obtenus sont présentés dans le tableau suivant.

Tableau 25 : Activité protéolytique sur gélose YMA des souches sélectionnées calculée en
mm du diametre de la zone de protéolyse.

Souches

ID souches API 20

ID souches par

Diametre calculé

Evaluation de

STREP ERIC-PCR (mm)] test
510 E faecium E faecalis o0 +
S26 E avium Enterococcus spp 00 -
528 E faecium E faecalis 00 -
S30 E. gallinarum Enterococcus spp 00 -
S33 E. gallinarum E faecalis 16 +
S43 E faecium Enterococcus spp 19 +
549 E faecium E faecium 18 +
S55 E faecium E. faecium 08 -
S57 E faecium E faecium 15 +
S61 E faecium Enterococcus spp 20 +
S62 E faecium E faecium 20 +
S77 E. faecium E faecium 17 +
S90 E. faecium Enterococcus spp 31 +
S94 E gallinarum E faecalis 24 +
5104 E faecium E. faecium 21 +
5114 E gallinarum Enterococcus spp 14 +
5115 E faecium E faecium 18 +
S117 E. gallinarum E faecium 15 +

IV.3.1.4. Activité lipolytique et amylolytique

En ce qui concerne l'activité lipolytiqgue des entérocoques, des données limitées et

souvent contradictoires existent dans la littérature.

Les résultats obtenus lors de ce travail sont résumés dans le tableau 28. Il en

ressort du tableau que les souches étudiées présentent une croissance sur les milieux

MRS tween20 et 80, et gélose a 'amidon, mais sans aucune activite.
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Tableau 26 : Résultat de I'activité lipolytique et amylolytique des souches sélectionnées.

Activité lipolytique Activité amylolytique
Souches MRS - tween zo.0 Gélose a I'amidon
510 Croissance sans dép6t -] -
526 Croissance sans dépét (-] -
528 Croissance sans dep6t (-] -
S30 Croissance sans dép6t () -
S33 Croissance sans dépot (-] -
543 Croissance sans dép6t () -
549 Croissance sans depot () -
555 Croissance sans dép6t (-] -
S57 Croissance sans dépot (-] -
S61 Croissance sans dépot (-] -
S62 Croissance sans dep6t () -
S77 Croissance sans dep6t (-] -
S90 Croissance sans dep6t () -
594 Croissance sans dépot (-] -
S104 Croissance sans depét () -
5114 Croissance sans dep6t (- -
S115 Croissance sans dep6t () -
S117 Croissance sans dépot () -
+ :test positif ; - : test négatif.

IV .3.1.5. Pouvoir texturant (Détection des colonies larges et gluantes sur gélose

hypersaccharosée)

Un attribut sensoriel clé de la production de yaourt est la texture, principalement
entrainée par la coagulation protéique due a l'acidification par les bacteéries lactiques. Les
exopolysaccharides sont des polysaccharides exo-cellulaires qui peuvent étre trouvés soit
fixés a la paroi cellulaire sous la forme de capsules ou sécrétés dans le milieu
extracellulaire, les EPS jouent un réle trées important dans lindustrie laitiere, car ces
biomolécules améliorant la texture et peuvent agir comme épaississant, stabilisant, agent

viscosifiant, émulsifiant ou gélifiant « naturel ».

Les souches sélectionnées sont capables de se développer sur le milieu hyper-
saccharosé, mais seulement six souches (S30, S33, 577, 5104, S114, et S115) peuvent
donner un aspect large et gluant des colonies sur ce milieu. L'apparition des colonies
larges et gluantes sur le milieu hyper saccharosé renseigne sur la production des EPS par

ces souches.
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Tableau 27 : Résultats du pouvoir texturant des souches sélectionnées

ID souches

Souches API 20 b EELEIES )7 Aspects des colonies SEE
STREP ERIC-PCR de test

S10 E faecium E faecalis Colonies petites et normales -

SP6 E avium Enterococcus spp | Colonies moyennes et normales -

528 E faecium E faecalis Colonies moyennes et normales -

S30 E gallinarum | Enterococcus spp | Colonieslarges et gluantes +

S33 E. gallinarum E faecalis Colonieslarges et gluantes +

543 E faecium Enterococcus spp | Colonies moyennes et i
normales

549 E faecium E faecium Colonies moyennes et i
normales

S55 E faecium E faecium Colonies moyennes et )
normales

557 E faecium E faecium Colonies petites et normales -

SB1 E faecium Enterococcus spp | Colonies mayennes et )
normales

SB2 E faecium E faecium Colonies petites et normales -

S77 E faecium E faecium Colonies larges et gluantes +

s90 E faecium Enterococcus spp | Colonies moyennes et )
normales

: E faecalis Colonies moyennes et

S94 E gallinarum normales -

5104 E faecium E faecium Colonieslarges et gluantes +

S114 | E gallinarum | Enterococcus spp | Colonieslarges et gluantes +

S115 E faecium E faecium Colonieslarges et gluantes +

. E faecium Colonies moyennes et
S117 | E gallinarum normales -

IV. 3.1.6 Pouvoir épaississant

L’aspect épais dans les cultures du lait est utilisé aussi pour identifier les souches

productrices dEPS. La présence de ce type de polyméres améliore la texture des laits

fermentés, empéche la synérese et peut augmenter la rétention d'humidité. D'apres la

methode utilisée ici, on a calculé I'épaisseur du lait ecrémé ensemenceé par les souches

sélectionnées dans des tubes a essai, par rapport a un témoin. Bien sdr, ca nous renseigne

approximativement sur la production et la quantité d’EPS libérée par ces souches. Les

résultats montrent qu’il y a une augmentation du volume du lait écrémé ensemencé dans

tous les tubes, et que cette élévation d'épaisseur varie de 10 mm jusqu’au 25 mm. La

valeur maximale a été obtenue par la souche S43 (25mm)] avec un aspect épais et ferme

du gel formé. La plupart des souches ont donné des gels thixotropiques.
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Tableau 28 : Résultats de test de pouvoir épaississant

Résultats & Interprétations

LD ELIIREE ID souches par Epaisseur
Souches API 20 ERIC-PCR Aspects des coagulums (mm)
STREP
S10 E faecium E faecalis Coagulant épais et ferme 16
S26 E avium Enterococcus spp | Coagulant épais et ferme 18
S28 E faecium E faecalis Coagulant épais et semi liquide 10
S30 E gallinarum | Enterococcus spp | Coagulant épais et ferme 10
S33 E gallinarum E faecalis Coagulant épais et solide 13
543 E faecium | Enterococcus spp | Coagulant épais et ferme 25
S49 E faecium E faecium Coagulant épais et ferme 10
S55 E faecium E faecium Coagulant épais et ferme 16
S57 E. faecium E faecium Coagulant épais et ferme 20
S61 E faecium | Enterococcus spp | Coagulant épais et ferme 21
S62 E faecium E faecium Coagulant épais et semiliguide 23
S77 E faecium E faecium Coagulant épais et ferme 12
S90 E faecium | Enterococcus spp | Coagulant épais et ferme 15
S94 E gallinarurm E faecalis Coagulant épais et ferme 10
5104 E faecium E faecium Coagulant épais et ferme 17
S114 | E gallinarum | Enterococcus spp | Coagulant épais et ferme 12
S115 E faecium E faecium Coagulant épais et ferme 20
S117 | E gallinarum E faecium Coagulant épais et ferme 13

IV.3.1.7. Pouvoir aromatisant

De nombreux auteurs ont montré que |'a-acétolactate est un composé instable, il
peut se transformer spontanément en diacétyle et/ou en acétoine (Monnet et al., 2008).
D'apres Phalip et al, (1994), I'acétoine est I'une des molécules aromatiques du
catabolisme des acides aminés [acide aspartique), comme il peut avoir comme origine la
dégradation totale ou partielle de I'acide citrigue pendant la fermentation lactique.

La production d'acétoine se traduit apres l'ajout des réactifs VPl et VPI par
I'apparition d'un anneau rose a la surface du milieu. Nos résultats révelent que tous les
isolats produisent de l'acétoine est sont (VP+). Ce test a été confirmé par le test VP de
I'API 20 STREP.

IV.3.1.8. Activité autolytique

I est admis que l'autolyse entraine la libération des constituants endo-cellulaire y compris
les enzymes endo-cellulaire, dont elles peuvent avoir dans le cas des entérocoques, un
impact sur la flaveur et I'arbme des fromages au cours de leur maturation. L’activité
autolytique est classée selon Ayad & al. (2004) de bonne 70-86%, faible 40-69% et
pauvre 0-39%.
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On a testé l'activité autolytique des isolats sélectionnés dans le tampon PBS pH 7.,2.
D'apres les résultats figurants dans le tableau ci-dessous, et selon I'échelle proposée par
Ayad & al. (2004) 33,3% des souches ont une bonne activité autolytique, 44,5% des
souches ont une faible activité, et 22,2% ont une pauvre activité autolytique. L’activité

autolytique maximale a été enregistrée pour la souche S114 (87,6%)

Tableau 29 : Activité autolytique des isolats sélectionnés.

Absorbance [Aszx)

Souches Ainitiale A dg 72°£(I:h a Activité Fj/:;:olythue
S10 0,200 0,032 84
S26 0,115 0,073 36
Se8 0,155 0,053 66
S30 0,173 0,062 64
S33 0,142 0,069 51
543 0,113 0,074 34,5
549 0,146 0,021 85,6
S55 0,206 0,104 49,5
557 0,141 0,094 33
S61 0,166 0,113 32
S62 0,133 0,079 40,6
S77 0,158 0,049 69
S90 0,053 0,0136 74
S94 0,104 0,023 778

5104 0,126 0,043 65,9
5114 0,291 0,036 87,6
S115 0,139 0,033 76
5117 0,184 0,086 53
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IV.4. Caractérisation sanitaire des entérocoques

IV.4.1. Etude des caracteéres d'intérét sanitaire
IV.4.1.1. Recherche de la gélatinase

La gélatinase est I'un des facteurs de virulence largement etudiée chez E. faecalis
(Del Papa et al., 2007), il s'agit d'une Zinc-meétalloprotéase extracellulaire qui agit sur une
variete de substrats tels que la chaine B de linsuline, le collagene des tissus, le
vasoconstricteur endothéline-1, ainsi que des phéromones sexuelles et leurs peptides
inhibiteurs (Waters & al., 2003 ; Fisher et al., 2009). En outre, la gélatinase contribue au
processus de formation de biofilm, ce qui peut accroitre la capacité des entérocoques a

coloniser les tissus et a persister dans les sites d'infection (Del Papa et al., 2007).

Les résultats de recherche de la gélatinase dans notre étude sont mentionnés ci-
dessus dans le tableau 22. Il ressort de cela que 18,7% des isolats dégradent la gélatine,
ce qui signifie que ces isolats possedent le phénotype (GEL), une protéase (la gélatinase)
capable d’hydrolyser la gélatine. 65,2% de ces isolats (GEL) ont été identifies comme étant

des E. faecium.

Gélatinase positif Gélatinase négatif

Figure 14 : Résultat de test d'hydrolyse de la gélatine
IV.4.1.2. Recherche du type d’hémolyse (la cytolysine)

L’activité hémolytique (cytolytique) des isolats a été observée comme une zone de lyse

entourant les colonies, parmi les 123 isolats testés nous n'avons recensé que 10 isolats P

hémolytiques ce qui fait une fraction de 08,13 %. Ce résultat est cité dans le tableau 22
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IV.4.2. Résistance aux antibiotiques [Antibiogramme].

Les antibiotiques analysés comprennent (1) des inhibiteurs de la synthése de la
paroi cellulaire tels que les glycopeptides (vancomycine) et B-lactames (ampicilline, et
penicilline G) ; (2] des inhibiteurs de la synthése protéigue bactérienne inhibant la sous-unite
ribosomale 30 S tels que les tétracyclines (tétracycline] et les aminoglycosides
(gentamicine] ; (3] les inhibiteurs de la synthese protéique bactérienne inhibant la sous-
unité ribosomale 50 S tels que les macrolides (érythromycine] ; (4] les inhibiteurs de la

synthese des acides nucleigues bactériens tels que les rifampicines (rifampicine).

L'analyse des résultats obtenus du test de la sensibilité aux antibiotiques a montre
que presque la majorité des isolats présentait une sensibilité élevée pour tous les
antibiotiques testés, selon les normes CLSI. Malgré ca nous avons enregistré des cas de

résistance a tous les antibiotiques testes.

Tableau 30 : Resultat global de I'antibiogramme des isolats

Résultats en (%) pour n=123 isolats
Antibiotiques Résistants (%) | Intermédiaire (%) | Sensible (%)
Ampicilline (Amp) B (9) 22 (18) 94 (77)
Pénicilline (Pen) 10 (8) 2 (2) 110(90)
Erythromycine (Ery] o (4) 33 (27) 84 (69)
Rifampicine (Rif] 2 (2) 1(1) 119(97)
Tetracycline (Tet) 3 (3) 2 (2] 117 (99)
Gentamicine (Gen]) 2 (2] 0 (0) 121 (98)
Vancomycine (Van) 5 (4) 1) 116 (99)

D'aprés les résultats mentionnés dans le tableau ci-dessus, on note une faible
prevalence de résistance aux differents antibiotiques testés. 8%, 5%, 4%, 4%, 3%, 2%, 2%
pour la pénicilline, I'ampicilline, I'érythromycine, la vancomycine, la tétracycline, la
gentamicine, et la rifampicine respectivement. En plus on a signale 18%, et 27% des
isolats qui ont une sensibilité intermédiaire a l'ampiciline, et a [I'érythromycine

respectivement.
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Figure 15 : Distribution des fréquences de sensibilité et de résistance de tous les isolats
(n=123].

D'apres cette distribution (fig.), il est clair que la plupart des isolats sont sensibles
aux difféerents antibiotiques avec des frequences oscillantes de 69 % jusqu'au 98 %. La
résistance a la vancomycine considéréee comme l'agent du dernier ressort dans les
infections séveres des germes a Gram positif a été la plus surprenante. En dépit d'étre plus
bas (4 %), ca nous laisse poser la question sur l'origine de cette résistance, sachant que
ces isolats résistants ont été isolés a partir d'un environnement (le lait de chamelle) ou
I'utilisation des différents antibiotiques est d’'une faible fréquence et peut étre presque
inexistante, ainsi que les sources de contamination dans cet environnement sont limitées.

Les profils de résistances aux antibiotiques testés des groupes d'especes identifiees
dans cette étude sont résumeés dans le tableau ci-dessous. Dont on a observe que les
isolats identifies comme étant £. faeciurm ont présenté une prévalence de résistance élevée
par rapport aux autres groupes d'especes. Dans ce groupe d'E faeciurm on a obtenu cing
(9] isolats résistants a la pénicilline, trois (3] a la vancomycine, deux (2] a I'érythromycine,
un isolat a I'ampicilline, et un a la gentamicine. En deuxieme place vient le groupe des isolats
identifies comme étant £ faecalis qui a montré une resistance a six antibiotiques ; la
penicilline (4), la tétracycline (2), la rifampicine (1), I'érythromycine (1), I'ampicilline (1), et la
vancomycine (1]). Et @ moindre degré le groupe des isolats identifies en tant que £

gallinarurm qui n'a présenté une résistance que pour quatre (4) antibiotiques ; 'ampicilline
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(2), la pénicilline (1), I'érythromycine (O), et la rifampicine (1). Le tableau suivant récapitule
les résultats de I'antibiogramme en fonction des groupes des especes identifiées.
Tableau 31 : Résultats de I'antibiogramme pour chaque groupe d'especes

identifiées.

Souches selon identification par APl 20 STREP

E. E. E. E. A S. L. lactis ssp
faecium faecalis gallinarum avium viridans uberis lactis
N=78 N=14 N=18 N=07 N=03 N=02 N=01
Van S 75 13 18 7 2 1 1
I 0 0 0 0 1 0 0
R 3 1 0 0 0 1 0
Gen S 77 14 18 7 3 1 1
I 8] 0 8 8] 8] 8] 8]
R 1 0 0 0 0 1 0
Amp S 66 6 13 6 2 1 1
| 11 7 3 1 0 0 0
R 1 1 2 0 1 1 0
Ery S 64 4 10 o) 1 0 1
I 12 9 7 2 1 2 0
R 2 1 1 0 1 0 0
Tet S 78 12 17 7 2 1 1
I 0 0 1 0 0 1 0
R 0 2 0 0 1 0 0
Pen S 73 9 17 6 3 2 1
I 0 1 0 1 0 0 0
R 5 4 1 0 0 0 0
Rif S 78 13 16 7 3 2 1
I 0 0 1 0 0 0 0
R 0 1 1 8] 0 0 0

Les profils de la multirésistance des isolats sont présentés dans le tableau 32. On a
recense dans cette etude six isolats resistants a deux ou plus de deux antibiotiques. Dont
guatre isolats sont résistants a deux antibiotigues, un isolat est résistant a trois
antibiotiques, et un autre isolat est résistant a quatre antibiotiques. On a remarqué aussi
gue parmi ces isolats trois ont une résistance a la vancomycine. Ainsi on a constaté que
cette résistance multiple ne dépend pas de I'espece, car différentes especes ont montré

une multirésistance.
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Tableau 32 : Les isolats phénotypiquement multi-résistantes.

Codes ID souches par ID souches par Phénotype de résistance
souches API 20 STREP ERIC-PCR
S12 E. faecalis E. faecalis PEN, TET
518 E. faecalis E. faecalis AMP, ERY, RIF, VAN
539 E. faecalis Enterococcus spp PEN, TET
S84 A. viridans E. faecium AMP, TET
S96 S. uberis Enterococcus spp AMP, GEN, VAN
S115 E. faecium E. faecium AMP, VAN

ID : identification des...

IV.4.3. Recherche des génes de virulence par la technique PCR multiplex

Pour la recherche des genes de virulence nous avons choisi les isolats
phénotypiquement positifs pour des caracteres de virulence telle que la gélatinase et
'hémolysine (cytolysine]...

Une PCR multiplex developpée pour la deétection simultanée des genes
entérocoques codant pour la substance d'agrégation (asal), la gélatinase [gelE), la
cytolysine [cylA), la protéine de surface d'entérocoque (esp) et I'hyaluronidase (hyl), a éte
décrite précédemment par Vankerckhoven & al, (2004). Le protocole multiplex pour ces
cing genes fournit une alternative fiable et rapide aux tests phénotypiques et aux PCR
uniplex. Par cette technigue, nous avons testé 26 souches pour la présence des cing
facteurs de virulence. Les résultats sont mentionnés dans les figures et les tableaux ci-
dessous.

Apres migration des produits d’amplification de la recherche des facteurs de
virulence, sur gels d'agarose a 1,5% il y avait apparition des bandes discrétes d'un nombre
et d'intensité variables selon les souches testées. L'analyse de ces gels en utilisant le
logiciel vision Capt de Vilber Lourmat, associé a I'appareillage de visualisation a abouti aux
résultats présentés dans les tableaux (33, 34).

Dans le tableau 33 on note des bandes de taille fluctuante de 42 pb jusqu’a 710 pb,
ainsi pour le tableau 34 la taille des bandes varie de 50 a 815 pb. Ces bandes-a
correspondent & des produits différents, et par comparaison avec la taille de chaque
facteur de virulence tel qu'elle est citée dans la littérature, on a pu estimer
approximativement le profil de virulence de chaque souche testée et pour uniqguement les

facteurs sus-cités. Ces profils sont recapitulés dans |le tableau 35.
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Figure 16 : Profils électrophoretiques des produits de la PCR multiplex des 26 isolats

d’entérocoques pour la recherche des facteurs de virulence.

Figure 17 : Analyse des profils électrophorétiques des produits de la PCR multiplex par
logiciel Vision Capt de Vilber Lourmat, et détection des bandes correspondantes aux
facteurs de virulence (gel 1).

Tableau 33 : Les tailles des bandes détectées apres analyse des produits de la PCR
multiplex du gel 1

A

Marqueur |B C D |E [F |G H I J K L M |N

PCR S115(5S116(5124|57|S2|S83|591|593|5S94|5106|S114|S36 [S18
1000| 710 372 72 94| 64| 72 64 57| 342|300|518
750| 372 | 227 1861168 (372
500| 250 94 42| 57 (238
300 94 117
150

50
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Figure 18 : Analyse des profils électrophorétiques des produits de la PCR multiplex par
logiciel Vision Capt de Vilber Lourmat, et detection des bandes correspondantes aux
facteurs de virulence [gel 2).

Tableau 34 : Les tailles des bandes détectées apres analyse des produits de la PCR
multiplex du gel 2

N
A B C D E F G H | J K L M | Marqueur
539 |S22 |S77 |S87 |S48 |547 [546 |S3  |S26 [S58 |S44 |S56 | S61 |PCR

4441815|135|265|567 [265]1211212[114 (417837 |403| 533 1000

2881417 1351430108 /2 114|638 | 222|390 /730
128 265 403 | 55|232 500
95 222 a0 300

o0 150

II ressort du tableau ci-dessous que sur les 26 souches testées 17 (654 %]
possedent au moins un facteur de virulence. Autrement dit, on a trouvé un seul facteur de
virulence chez 5 (19 %)] isolats, deux facteurs chez 5 (19 %] isolats, trois facteurs chez 6
(23 %) isolats, et quatre facteurs chez 1 (4 %] isolat. Comme on a remarqué que la
distribution de ces facteurs de virulence entre les isolats est indépendante de I'espéce, ¢ a
dire il n'y a pas une particularité des genes de virulence pour une espece a l'autre.

I semble aussi que le déterminant génétique de virulence asa? avec une fréguence
de 46 % soit le facteur prédominant parmi les cing facteurs étudiés., suivi par le facteur
gelE (42,3 %), puis Ayl (30,8 %), esp (15,4 %), et d'une moindre fréquence cy/A (7,7 %).

29,5 % des souches virulentes ont été identifiees par la méthode ERIC-PCR en tant
que £ faecium, et c’est le seul groupe qui a montré la présence du gene cy/d. 23,5 % des
souches virulentes se sont des £. faecalls, et parmi ces souches on trouve la souche 518
qui possede le nombre le plus élevé des facteurs de virulence (4), en plus elle a montre une
résistance multiple vis-awis les antibiotiques testés. Le reste des souches virulentes 47 %

ont été classées par la méthode ERIC-PCR dans le groupe d'Enterococcus spp.
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Tableau 35 Reésultats de la recherche des genes de virulence.

Codes | ID souches par | ID parERIC-PCR | asa7| gelE| cyl | esp | hyl
API 20 STREP A
SP E. faecalis E. faecium _ _ _ _ _
S3 S. uberis Enterococcus spp _ + _ _ _
S7 E. faecalis E. faecalis + + _ + _
518 E. faecalis E. faecalis + + _ + +
see E. faecalis E. faecalis + _ _ _ _
Se6 E. avium Enterococcus spp _ _ _ _ _
S36 E. gallinarum E. faecalis _ + _ _ +
539 E. faecalis Enterococcus spp _ + _ _ +
544 E. avium E. faecium + + + _ _
546 E. faecium E. faecium _ _ _ _ _
S47 E. faecium Enterococcus spp _ _ _ _ +
549 E. faecium E. faecium + _ _ + +
556 E. faecium E. faecium + + _ _ _
558 E. faecium Enterococcus spp + _ _ _ _
S61 E. faecium Enterococcus spp| + + _ + _
S77 E. faecium E. faecium _ _ _ _ _
583 E. avium E. faecalis _ _ _ _ _
S91 E. faecium Enterococcus spp _ _ _ _ _
593 E. gallinarum E. faecalis _ _ _ _ _
594 E. gallinarum E. faecalis _ _ _ _ _
597 E. faecium E. faecium _ _ _ _ +
5106 E. faecium E. faecium _ _ _ _ _
S114 E. gallinarum Enterococcus spp + + _ _ _
5115 E. faecium E. faecium + _ + _ +
5116 E. gallinarum | Enterococcus spp| + + _ R
S124 E. faecium Enterococcus spp + + _ _ +

IV.4.4. Résultats d’amplification des génes de résistance

La détection des génotypes de résistance aux glycopeptides a été realisée par PCR
multiplex comme il a été décrit préecedemment (Dutka-Malen & al., 1995]. Le choix des
souches a tester a été basé sur le phénotype de résistance des souches. On a inclus dans
cette expérience tous les isolats présentant un phénotype de résistance et/ou de
sensibilité intermédiaire aux antibiotiques utilisés. Comme on a inclus aussi quelques
souches susceptibles, pour avoir une idée sur la relation entre le phénotype et le génotype

de résistance a la vancomycine de ces isolats.

Les genes vanA, vanB, vanC1, et vanC2-vanC3 ont été recherchés par amplification
de 'ADN des isolats sélectionnés en utilisant les amorces correspondantes a chaque gene.

Les résultats d'amplification d’ADN des 33 isolats choisi sont présentés dans les figures
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19, 20, 21, 22, 23, 24 et les génotypes de résistance a la vancomycine et d’identification

par les amorces dd/sont detaillés dans le tableau 40.

M4 S10 S33 828

MW3I €08 605 S11

Figure 19 : Profils génotypiques de la résistance a la vancomycine et identification par dad/

des souches sélectionnées [gel1supérieur et gel2 inférieur).

Les gels 1 et 2 (figure 19) représentent les résultats de I'électrophorese sur gel
d’agarose des produits de la PCR multiplex des genes de résistance a la vancomycine et des

genes dd/d’identification.

On a constaté 'apparition des bandes diverses, d'un nombre variable de un a cinq
bandes selon les isolats, et aussi d'une taille variable. Cependant on a signalé I'absence des

bandes pour quelques isolats.

L’apparition des bandes avec des tailles qui correspondent aux genes de résistance
a la vancomycine ; vanA, vanB, vanC1, et vanC2-vanC3 [tableau 40)], confirme la détection

de ces genes. En parallele, 'apparition des bandes de taille équivalente a la taille des genes
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ddl: raecaiis, OU ddlE mecurr cONfirme I'appartenance de lisolat a £ faecalis ou bien E. faeciumn,

respectivement, sinon c’est une autre espéce entérocoque.

Figure 20 : Analyse des profils génotypiques de la résistance a la vancomycine par le logiciel

Vision Capt de Vilber Lourmat, (gel1).

Le tableau ci-dessous représente les resultats de 'analyse du gel 1 par le logiciel
Vision Capt, la taille des bandes détectées varie entre 302 a 1824 pb. Les résultats des

bandes correspondants aux genes recherchés sont mentionnés dans le tableau 40.

Une remarque toujours dans le tableau ci-dessous, c’est que la plupart des souches
ont génére des fragments avec des tailles inattendues (toutes les bandes qui ont une taille >

941pb et <439 pb) qui nécessites d’étre sequences.

Tableau 36 : Les tailles en paires de base des différentes bandes détectées dans le gel 1

Marﬁueur B C D E F G H
1Kb S10 | S33 | S38 | 518 | SB65 | SB9 ER
1412 | 1471 | 1824 | 1614 | 1575 | 1537 | 1268
400 | 426 | 977 | 1212 | 1268 | 1240 | 467
200 -pgoooo 350 | 467 | 749 | 766
453 | 302
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Figure 21 : Analyse des profils génotypiques de la résistance a la vancomycine par le logiciel

Vision Capt de Vilber Lourmat, (gel 2).

Le tableau ci-dessous représente les résultats de I'analyse du gel 2 par le logiciel
Vision Capt, la taille des bandes détectées varie entre 227 a 1447 pb. Les résultats des

bandes correspondants aux genes recherchés sont mentionnés dans le tableau40.

L'isolat S11 n'a donné aucune bande, les autres isolats ont donné des fragments

avec des tailles inattendues, méme remarque que le tableau préecedent.

Tableau 37 : Les tailles en paires de base des différentes bandes détectées dans le gel 2

A|l B |C| D | E F |G| H | T .
S98 | S26 [S11| S12 | S24 | S22 |S29| S9 | S30 | S36 o
7001447 1447 | 1447 [ 1420|969 [ 1420 [1230| 700 o
487 | 683 969 | 700 | 700 [683| 295 | 387 | 275 5
472 374 | 535 | 275 B2
227 S
(@]
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€91 350 596 &B8 310€

Figure 22 : Profils génotypiques de la résistance a la vancomycine et identification par ddl

des souches sélectionnées [gel 3 supérieur et gel 4 inférieur).

Les gels 3 et 4 (figure 22) représentent les résultats de I'électrophorese sur gel
d’agarose des produits de la PCR multiplex des genes de résistance a la vancomycine et des

genes dd/d’identification.

On a eu la méme constatation que le gel 1 et 2 sauf qu'il y a ici plus de bandes qui
sont apparues que dans les deux gels précedents (gel 1 et 2), et qu'il y a trois isolats n‘ont
pas donnés de bandes ce qui se traduit par l'absence des genes de résistance a la

vancomycine dans le génome de ces isolats.
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Figure 23 : Analyse des profils génotypiques de la résistance a la vancomycine par le logiciel

Le tableau ci-dessous représente les résultats de I'analyse du gel 3 par le logiciel

Vision Capt, la taille des bandes détectées varie entre 100 a 1250 pb. Les résultats des

Vision Capt de Vilber Lourmat, (gel 3).

Résultats & Interprétations

bandes correspondants aux génes recherchés sont mentionnés dans le tableau 40.

Les isolats 54, S32, et S85 n'ont donné aucune bande, les autres isolats ont donne
des fragments avec des tailles inattendues. Les bandes qui leurs tailles sont equivalentes a

celle de tel ou tel genes de résistance a la vancomycine, confirment la présence de ces

genes dans les génomes de ces isolats.

Tableau 38 : Les tailles en paires de bases des différentes bandes détectées dans le gel 3

Maréueur B | c |pD|lE| F c |H| 1 | Jl|k
rUSUT 15115 | 5116 |54 (S32 | 539 | S84 |SB5 | 591 |S90 |S96
1000 | 672 | 1250 1211|1211 1231|357 | 626
750 687 656 | 641 047 308
500 513 046 538
300 469
150 064

156
100
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Figure 24 : Analyse des profils génotypiques de la résistance a la vancomycine par le logiciel
Vision Capt de Vilber Lourmat, (gel 4).

Le tableau ci-dessous représente les résultats de I'analyse du gel 4 par le logiciel
Vision Capt, la taille des bandes détectées varie entre 139 a 1393 pb. Les résultats des
bandes correspondants aux géenes recherchés sont mentionnés dans le tableau 40. On
note toujours la présence des isolats qui ont donné des fragments avec des tailles
inattendues. En plus ce gel a révélé le nombre le plus élevé des bandes par rapport aux
autres gels. Mais la plupart de ces bandes n’ont pas une signification vis-a-vis la résistance a

la vancomycine.

Tableau 39 : Les tailles en paires de bases des différentes bandes détectées dans le gel 4

H
A B C D E F G Marqueur
S42 |S74 |S75|S77 |S79 [S17 [S80 |PCR

13751339925 | 1383 | 1393| 1339| 1143 1000

405 405|333 116111611161 462 /750
185| 300|204 | 462| /36| 722 405 o200
204 405| 386| 573 300

325| 284| 405 150

1441 139| 292

Le tableau 40 recapitule 'ensemble des résultats obtenus par les quatre gels de la

separation électrophoretique des produits de la PCR multiplex des géenes de résistance a la
vancomycine de 33 isolats choisi. Les genes vanA, vanb, et vanC2-vanC3 ont été détectes
respectivement dans 8, 7, et 12 des 33 isolats d'entérocoques sélectionnés. Aucun isolat
ne contenait le gene vanC'7. Les 15 isolats résistants a la vancomycine qui présentaient un
mecanisme de résistance acquis (avec vanA ou vanb) ont éte identifies comme £ faecium
(6 isolats), £ faecalis (4 isolats), £ gallinarum (deux isolats), £ avum (un isolat), S, uberis [un
isolat), et A. virndans [un isolat). Et les 12 isolats résistants & la vancomycine qui
présentaient un mécanisme de résistance intrinseque (avec vanC2-vanC5) ont été identifies

par I'API 20 STREP et les genes ddl, en tant que ; £ faecium (8 isolats), £. faecalis (2 isolats],
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E. gallinarum [un isolat), et £ awwum (un isolat). Par confrontation de ces résultats
génotypiques aux résultats phénotypiques de la résistance a la vancomycine des cing isolats
(518, SBY5, 569, S96, et S115), on a constate effectivement la possession d'un ou deux

genes de résistance a la vancomycine par ces isolats, et par conséquent la confirmation du

caractéere phénotypique.

Tableau 40 : Détermination des genotypes de résistance a la vancomycine et de
I'identification des souches par les genes ddl.

vanC-2, | ddIEf | ddlEfc | Identification | Identification
Souches | /?" A | vanB| vanC-1 vanC-3 pardd/ API 20 strep
54 _ _ _ _ _ _ _ E faecium
S9 _ _ _ _ _ _ _ E faecalis
510 _ _ _ + _ _ _ E faecium
S11 _ _ _ _ _ _ _ E faescium
512 _ _ _ _ + _ E. faecalis E faecalis
517 + _ _ + _ + E. faecium E faecium
518 _ _ _ + + _ E. faecalis E faecalis
522 + _ _ _ _ _ _ E faecalis
s24 + _ _ _ _ + E. faecium E faecium
526 _ + _ + _ _ _ E avium
529 _ + _ _ _ + E. faecium E faecium
S30 _ _ _ _ _ _ _ E gallinarum
532 _ _ _ _ _ _ _ E gallinarum
533 _ _ _ + _ _ _ E gallinarum
S36 + _ _ _ _ _ _ E gallinarum
538 _ _ _ _ + _ E. faecalis E gallinarum
539 _ + _ _ _ _ _ E faecalis
s42 _ _ _ + _ _ _ E faecium
S65 + _ _ + + _ E. faecalis E faecium
569 + _ _ _ + _ E. faecalis E faecium
574 _ _ _ + _ _ _ E faecium
575 _ _ _ _ + _ E. faecalis E faecium
S77 _ _ _ + _ _ _ E faecium
579 + _ _ _ _ _ _ E faecium
580 _ _ _ + _ _ _ E faecium
584 _ + _ _ _ _ _ A. viridans
585 _ _ _ _ _ _ _ A. viridans
590 _ _ _ _ _ _ _ E faecium
S91 _ _ _ _ _ _ _ E faecium
S96 _ + _ _ _ _ _ S uberis
598 + _ _ + _ _ _ E faecium
5115 _ + _ _ _ _ _ E faecium
5116 _ + _ + _ + E. faecium | E gallinarum
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IV.5. Discussion

Le lait est une finalité des plus importantes de I'élevage du dromadaire. Il constitue
depuis des temps tres lointains, la principale ressource alimentaire pour les peuplades
nomades qui le consomment habituellement a I'état cru. Le lait de chamelle, comme celui
des autres mammiferes, est un milieu de composition chimique et physique complexe.
Jamais l'apport du dromadaire n'a été envisagé, méme dans les régions arides et semi-
arides. Cet animal n'est exploité que de facon extensive pour la production de viande, et le
peu de lait produit est consommeé localement, I'éleveur n'étant pas capable de le

transformer en beurre ou en fromage, ou de le commercialiser.

Cette étude avait comme objectifs, I'évaluation de la qualité physicochimique et
microbiologique du lait de chamelle, la caractérisation des entérocoques presents dans le
lait de chamelle, en passant apres isolement par une identification physiologique,
biochimique, et génétique, suivie par la recherche des souches d'intérét technologique en
recherchant des fonctionnalités essentielles, et en terminant par une caractérisation
sanitaire d'ou il y avait étude de la résistance aux antibiotiques, et recherche des facteurs
de virulence impliqués dans la pathogénicité de ce groupe bactérien. Le choix des
entérocoques a eté établi en fonction de leur capacité a résister a des conditions hostiles
telles que le séchage, le stress thermique et l'irradiation UV qui prévalent dans les régions

d'ou les échantillons de lait de chamelle ont été préleves.

La composition physico-chimique du lait de chamelle a été analysée. Les valeurs des
parametres physicochimiques [pH, acidité Dornic, extrait sec total, taux de cendre, teneur
en protéines, et taux de la matiere grasse) enregistrées de nos echantillons de lait de
chamelle corroborent les valeurs normales rapportées dans la littérature (Farah, 1993 ;
Konuspayeva & al., 2009). Les variations observees dans la composition du lait de
chamelle pourraient étre attribuees a plusieurs facteurs tels que les conditions
d'alimentation et les systemes de production (Nabag et al., 2006 ; Bakheit et al., 2008),
les saisons [Haddadin et al., 2008, Konuspayeva et al., 2008), les races, le stade de
lactation, et le nombre de vélages (EIAmin et al., 2006, Zeleke, 2007, Konuspayeva et al.,
2010).

Musaad et al. (2013) ont conclu que la composition du lait de chamelle présentait
une grande variabilité de ses constituants en fonction des facteurs physiologiques,

génétiques et environnementaux.

De toutes les données présentées il est clair que la chamelle produit un lait nutritif

pour la consommation humaine.
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Néanmoins, le lait de chamelle est produit de facon traditionnelle, et est
habituellement recueilli, manipulé et transporté dans de mauvaises conditions sanitaires.
En outre, les troupeaux de chameaux bénéficient rarement des soins vetérinaires et, par
consequent, les mammites sont fréquentes chez les femelles allaitantes (Obeid et al.,
1996). Cependant, le lait produit est susceptible de causer des intoxications alimentaires
et les facteurs antimicrobiens naturels ne peuvent fournir qu'une protection limitée contre
des pathogenes spécifiques et pour une courte période. Ce risque est plus élevé lorsque le

lait est consommeé a I'état cru, comme cela est couramment pratiqué par les éleveurs.
Les eéchantillons analysés etaient géenéralement fortement contaminés et les
comptages microbiens étaient nettement variables selon les échantillons. Les moyennes

du dénombrement, de la flore mésophile totale (3,36 x 105ufc/ml], et des coliformes
totaux (8,65 x 10" coliformes,/ml) se rapprochent de celles rapportées par Semereab &
Molla, (2001) (4 x ’ID5UFC/mI] ; Sela. & al.,, (2003) (8.0 x 10" - 5.3 x10° UFC/ml), et
Younan, (2004) [’IDS- 10° UFC/ml), et pour les coliformes de celles obtenues par
Tourette, (2002) (3.55 x 10" coliformes ,/ml] ; Benkerroum & al., (2003) (1.6 - 10"

coliformes /ml) ; Siboukeur, (2008) a trouvé une moyenne un peu €levée (1 0° a 10°

coliformes /ml).

En revanche, le résultat obtenu du dénombrement des levures et moisissures dans
les échantillons du lait camelin (1 34x10° UFC/ml) ne s'accorde pas avec ce qui a éteé cité
dans les travaux de Benkerroum & al., (2003) (7.94 x10 UF/ml), et d’El-Ziney & Al-Turki,

(2007) (1 x 10’ UF/ml] ceci peut étre interpréter par le fait que le pH normal du lait de

chamelle faisant prédominer des bactéries de celle des levures et moisissures (El-Ziney &

Al-Turki, 2007).

Des études récentes ont montré que le lait de chamelle est une source naturelle
des microorganismes probiotiques [Al-Otaibi & al., 2013). La microflore dominante et
bénéfique dans le lait de chamelle représenté par les bactéries lactiques est une source
biologique potentielle a utiliser dans la technologie laitiere (Khedid & al., 2009). Les
souches lactiques sont caractérisées par leur aptitude a transformer le lactose, a
améliorer la digestibilité (Weinberg & al., 2007) et & préserver les produits laitiers
fermentés (Abdelbasset & Djamila, 2008). lls ont également été utilisés pour améliorer le

godt, la texture et la viscosité dans la fabrication des produits laitiers (Soukoulis & al.,
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2007). Les entérocoques sont des bactéries Gram positives et s'inscrivent dans la

définition générale des bacteéries lactiques (Franz & al., 1999).

Les entérocoques sont résistants au stress thermique et ont une bonne
compeétitivite spécifique dans I'environnement avec une microflore complexe, de sorte gu'ils
peuvent facilement s'adapter au climat chaud qui prévaut dans les regions d'ou la plupart
de nos echantillons ont été prélevés. La présence des entérocoques peut également étre la
cause d’'une mauvaise hygiene pendant la traite (Khedid & al., 2009 ; Stiles & Holzapfel,
1997). Pour de nombreux auteurs, la présence d'entérocoques témoigne d'une éventuelle
contamination fécale et donc d'un risque pour les consommateurs, car bien que ces
souches soient connues pour leur faible virulence, elles posent de sérieux problemes de
santé en raison de I'émergence de nombreuses souches résistantes aux antibiotiques

(Giraffa &al., 2000).

Dans cette étude nous avons pu isoler centvingttrois (123] isolats, L'utilisation du
milieu CATC s'est révélée tres efficace car aucune autre colonie a part les colonies
d’entérocoques rouge ou rose n'apparaissait sur ce milieu confirmant sa sélectivité élevée
pour les entérocoques (Domig et al., 2003). Les 123 isolats d’'entérocoques sélectionnés

a partir du milieu CATC étaient Gram positif et de forme cocci ou ovoide.

L'analyse des résultats des tests physiologiques et biochimiques a été effectuée
pour déterminer les caractéeristiques qui sont habituellement considérées comme typiques
pour le genre Enterococcus, tel que la croissance a 45 °C, 10 °C, pH 9,6 et 6,5% de NaCl,
et de permettre une caractérisation préliminaire des isolats. Nos isolats ont donné les
meémes resultats des tests physiologiques qui permettent de les affilier tous au genre
Enterococcus sans exception, alors que les résultats des tests biochimiques obtenus a
partir du systeme APl 20 STREP ont montré une certaine divergence entre les isolats, dont
78 (63,4%)]) isolats ont été identifies comme Enterococcus faeciurn, 18 (14,6 %) comme
Enterococcus gallinarum, 14 (11,4 %) comme Enterococcus faecalis, 7 (5,7 %) comme
Enterococcus avium, 3 (2,4 %) comme Aerococcus viridans, 2 (16 %) comme

Streptococcus uberis, et 1 (0,8 %) comme Lactococcus lactis ssp lactis.

Un certain nombre d'études sur la méthode APl 20 STREP ont montré que la
majorité des souches £ faecalis, E faeciumn, E avium et E durans isolées d'origine clinique
sont correctement identifiees (Winston & al., 2004). Cependant, parce que ce systeme a
ete developpé avant les récentes madifications taxonomiques, certaines identifications
peuvent étre erronées, en particulier pour les especes autres que £ faecalis (Maria & al.,

2002).
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Bien que certaines caractéristiques phénotypiques du genre Enterococcus soient
valables pour toutes les especes entérocoques, bon nombre des especes entérocoques
recemment décrits présentent des écarts. De toute évidence, une identification fiable des
entérocoques a I'échelle d'espece et au niveau de la souche par des tests physiologiques et
biochimiques apparait souvent difficile. En plus d'étre tres long, ce type de travail donne des
résultats qui, en termes d'identification taxonomique, ne correspondent pas toujours aux
reésultats obtenus par d'autres méthodes. Cependant, étant donné la variabilité des traits
biochimiques et phénotypiques des entérocoques, les meéthodes moléculaires sont

essentielles pour une identification fiable et rapide.

L'analyse par SDS-PAGE des extraits protéiques entiers des cellules est utile pour
distinguer clairement une multitude d'espéces de bactéries lactiques ([Descheemaeker &
al,, 2000]. Il est egalement possible avec cette technique de différencier et d'identifier les

entérocoques d’origine alimentaire (Merquior & al., 1994).

Pour préciser lidentification de nos isolats, une analyse €électrophorétique des
protéines totales cellulaires a été réalisée. Les profils générés sont présentés dans la
figure 8. Les résultats obtenus montrent des différences entre les résultats phénotypiques

conventionnels, I'API 20 STREP et le profil SDS-PAGE.

Merquior & al. (1994) Ont utilisé et évalué la méthode SDS-PAGE pour identifier
des souches de référence dEnterococcus dorigines humaine, animale et
environnementale. lls ont rapporté que chaque espece d'Enterococcus avait un profil
unique et distinguable. Cette technique permet I'étude comparative d'un grand nombre de
protéines codées par une partie importante du génome, et par conséquent, a un potentiel
tres élevé pour mesurer les relations entre les isolats. Cependant, la limite de I'SDS-PAGE
est gu'elle nécessite plusieurs souches de référence pour identifier précisément tous les
isolats, le fait que nous n'avons pas suffisamment de souches de référence, notre étude
s'est limitée a 23 isolats testés par cette méthode et une souche de réféerence
Enterococcus faecalls ATCC 29212. Cette technique a ensuite €té remplacé par la
méthode ERIC-PCR,

Les sequences consensuelles intergéniques répétitives entérobactériennes (ERIC),
également décrites comme des unités repétitives intergéniques, different de la plupart des
autres répeétitions bactériennes en étant distribuées dans les génomes de plusieurs
especes. Les séquences ERIC n'ont été trouveées que dans les regions intergeniques,
apparemment seulement dans les régions transcrites. Le nombre de copies de la

sequence ERIC varie d'une espece a I'autre (Hulton et al., 1991),
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Dans cette étude, nous avons utilisé des marqueurs ERIC afin d'amplifier I'ADN
chromosomique des entérocoques isolés a partir du lait de chamelle ; nous avons
egalement compare le pouvoir discriminatoire de cette méthode avec les résultats obtenus
par 'API 20 STREP. Les résultats obtenus par ERIC-PCR étaient reproductibles. Nos isolats
ont donné des profils électrophorétiques contenants entre 2 a 8 amplicons avec des

masses moléculaires allant de 0,1 Kpb a 2,5 Kpb (figure 10].

Les amorces utilisees dans I'ERIC-PCR ont généralement une longueur de 20 a 24
pb et cette techniqgue donne des fragments d'ADN d'une taille de 0,5 a 5 kpb. Mais chez
plusieurs especes bactériennes ou ERIC a été décrit, y compris les entérocoques, le
nombre de copies des séquences répetitives, principalement ERIC, est limité et ces
séquences sont eégalement largement réparties dans tout le génome, avec des distances
d'au moins 42 kbp (Wilson et Sharp, 2006). Par consequent, il apparait que les amorces
se fixent au hasard et que l'amplification a lieu malgreé les erreurs d'appariement, ce qui
peut egalement expliquer le manque de reproductibilité de I'ERIC-PCR (Meacham et al.,
2003). Wei et al. (2004) ont également signalé que les fragments amplifies par leur
protocole ERIC-PCR ne présentaient aucune similarité avec les séquences ERIC. Ceci
indiquait que les amorces courtes pourraient se lier a des régions non specifiques et

probablement se lier arbitrairement.

Cette méthode nous a permis de regrouper nos isolats dans trois groupes, dont
deux ont abouti & distinguer deux especes ; E fgecalis et E faecium, avec un troisieme

groupe hétérogene (Enterococcus spp) qui nécessite une identification approfondie.

Au cours des dernieres décennies, on a soulevé un intérét croissant en ce qui
concerne l'utilisation des entérocoques ayant des proprietés technologiques et
metaboliques souhaitables comme culture starter, culture adjuvante ou probictiques, en
raison de leur capacité a survivre et a rivaliser dans le tractus gastro-intestinal (Franz &
al, 2011 ; Martin-Platero & al., 2009). Ce rdle bénefigue a conduit a l'inclusion des
souches entérocoques dans certaines cultures starter (Parente et al., 1989, Centeno et

al., 1999, Menendez et al., 2004).

Une certaine diversité des traits technologiques a caractérisé les entérocoques

isolés dans notre étude.

La production d'acide est I'une des propriétés les plus pertinentes des cultures
starter conduisant a@ une bonne coagulation du lait et eévitant la croissance de
microorganismes indésirables. Les résultats de la production d'acide lactique apres des

intervalles de croissance dans du lait écréemeé a 37 °C sont montrés dans le tableau (voir
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annexe). Le pH initial du lait était de 7,45. Nos souches n'arriveront pas a réduire le pH du
lait écréemeé durant les 18 h d'incubation de 0,9 unité de pH, ce qui signifie qu’elles ont une
faible capacité d'acidification. Dans une étude plus systématique, Villani & Coppola, (1994)
ont examiné la capacité acidifiante de 24 souches d'£E faecium et de 60 souches d'£
faecalis cultivees dans le lait écremé pendant 6 h a 37 ° C. La plupart des souches
pourraient réduire le pH du lait de seulement 0,4 a 0,8 unité, alors que les souches les plus
acidifiantes appartenaient aux especes £ faecalis. Le potentiel acidifiant plus élevé d’'£
faecalis a également été confirmé par Suzzi & al. (2000). Une bonne culture starter
productrice d'acide réduira le pH du lait de sa valeur initiale de 6,6 8 5,3 en 6 ha 30 °C

(Cogan & al., 1997).

A cet égard, les isolats d'entérocoques pourraient étre considérés comme des
acidifiants lents ou moyens, comme indiqué ailleurs [Sarantinopoulos & al., 2001). Par
conséquent, étant donné que l'un des objectifs de I'étude actuelle est d'isoler des
entérocoques afin d'étre utilisés dans la technologie laitiere, seulement 18 des 123
souches qui ont montré une activite d'acidification acceptable ont été utilisées pour des
recherches ultérieures. Pour plus d’explication, sur le pouvoir acidifiant des entérocoques

vair (11.5.1) dans la synthése bibliographique.

Le systeme protéolytigue des entérocoques est essentiel pour une croissance
optimale dans le lait par la libération d'enzymes protéolytiques. Les bactéries lactiques ont
un systeme complexe de protéases et de peptidases, qui leur permettent d'utiliser la
caséine de lait comme source d'acides aminés et d'azote. La variabilité intra et
interspécifique de la protéolyse est communément rapportée aux isolats provenant des
sources naturelles (Franciosi & al, 2009). L'activité protéolytique des isolats a été
enregistrée par la présence d'un halo clair autour des colonies (résultat positif] sur la
gelose YMA (Yeast Milk Agar] au lait ecremeé a 10%, (77,8 %) des souches sélectionnées
ont une activité protéolytique. L'activité protéolytique des souches comme critere de
sélection pour La fabrication de laits fermentés peut ne pas étre aussi cruciale que pour la
production de fromage (c'est-a-dire I'évolution de la saveur pendant la maturation, et le
développement des textures), mais les souches protéolytiques peuvent conduire a la
formation de peptides a propriétés bioactives (antimicrobiens, antihypertenseurs) pendant

la fermentation du lait (Korhonen, 2009). Pour plus d’information, voir (11.5.2).

137



Chapitre MV Discussion

40,00+

30,00+

E
£ R
5 -
g (o] 5.
3 B
E’ Hl
= o] 1]
5 20.00 Q o] Q 1]
@ o
b o o o
c =} _  —— B9
o o] - s
@ e o o
2 —— %
= y=-37.74+9.43 *x
g
< 10,004
o]
.00+ (o] o o
| | T T T
540 5.50 560 5,70 580
pHa 72h

Figure 25 : Courbe de dispersion de 'activité protéolytique en fonction du pH calculé

apres 72 h d’incubation.

D'apres la courbe de dispersion et le coefficient de corrélation de Pearson
(0,1707] calculé par le logiciel SPSS version 22.0, on n'a constaté aucune signification de

corrélation entre I'activité protéolytique et la variation du pH de nos échantillons.

En ce qui concerne l'activité lipolytique des entérocoques, des données limitées et

souvent contradictoires existent dans la littérature.

La lipolyse est un processus important principalement dans la maturation du
fromage en raison de son réle dans le développement du godt et de la texture du produit
final [Morandi & al., 2006). Ceci est obtenu par hydrolyse enzymatique de triglycérides en
acides gras, et qui peuvent étre des préecurseurs de composeés aromatisants tels que des
meéthyl cétones, des alcools secondaires, des esters et des lactones. £ faecalis étant

I'espece la plus lipolytique, suivie par E. faecium et E. durans (Giraffa, 2003).

Les résultats obtenus dans cette étude ont confirmé que les souches
d’entérocoques seélectionnées ont généralement une faible activité lipolytique, aucun des
entérocoques testés ne donnant une zone. Une explication possible de I'absence d'activité
lipolytigue des souches testées est peut-etre due a la composition différente des lipides du
lait de chamelle par rapport a d'autres laits ou bien a la composition du milieu de culture
utilisé pour rechercher cette activité. Contrairement a l'effet souhaitable de la lipolyse dans
les fromages a pate dure et les fromages a moisissures bleus, une lipolyse élevée dans des

laits fermentés est indésirable. Par conséquent, la faible activité lipolytique des
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entérocoques testés peut étre considérée comme un avantage, car seule une légere
lipolyse de la matiere grasse du lait est suffisante pour induire une production d'aréme

sans donner au produit final une saveur rance (Herrero & al., 1996). Voir (11.5.3).

En ce qui concerne la production des exopolysaccharides (EPS), la plupart des
souches selectionnées etaient capables de produire des EPS. La production d'EPS est
considérée comme une caractéristique importante pour la sélection des bactéries
lactiques, commme culture starter dans la technologie laitiere, et en particulier dans les laits
fermentés, puisqu'elles agissent en tant qu'épaississant, texturant ou stabilisant créant
ainsi des produits crémeux lisses [Parente & Cogan, 2004). Outre leur rdle dans
l'amélioration de la rhéologie des produits laitiers fermentés, les bactéries lactiques
produisent probablement des EPS comme fonction protectrice dans leur environnement
naturel, par exemple contre la dessiccation, la phagocytose, |'attaque des phages, le stress

osmatique, les antibiotiques ou les composeés toxiques (Patel & Prajapat, 2013).

En raison des risques de transmission des souches entérocoques potentiellement
pathogenes dans la chaine alimentaire et de leur contribution a la dissémination des
facteurs de virulence et de résistance aux antimicrobiens, il a fallu évaluer non seulement
leurs caractéristiques technologiques, mais aussi la seécurité des souches sélectionnés.
D'aprés nos connaissances, cette étude fournit la premiere analyse détaillée sur I'écologie
de la résistance aux antibiotiques et de la virulence chez les entérocoques isolés a partir du

lait de chamelle cru produit en Algérie.

Ces dernieres années, les entérocoques ont été impliqués dans les infections
nosocomiales, et il est donc nécessaire d'évaluer les aspects de sécurité de ce groupe de
microorganismes, notamment en ce qui concerne |'acquisition de nouveaux déterminants

de la résistance aux antibiotiques, et en particulier la résistance aux glycopeptides.

Le test phénotypique de sensibilité aux antibiotiques a été réalisé selon la méthode
de diffusion en disque classique [méthode de diffusion sur disques Kirby-Bauer)

recommandée par le Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2014).

En raison de la limitation des techniques utilisees pour évaluer la sensibilité aux
antibiotiques, certaines études ont été menées par Lee et Chung (2015); Edelmann et al.
(2007) et Dickert & al. (1981) pour déterminer la méthode la plus appropriée pour les
tests de sensibilité aux antibiotiques et ils ont conclu que la méthode des disques est
encore une technique valide et elle donne des résultats qui sont tres similaires a d'autres

techniques. Il est important de mettre au point une méthodologie facile a exécuter qui peut
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étre utilisée en routine au laboratoire, mais il faut tenir compte non seulement de la

précision, mais aussi du codt et du volume du travail a réaliser.

Les entérocoques sont connus par leur acquisition d’'une résistance a la plupart des
antibiotiques utilisés dans la pratique clinique et d’étre capable de diffuser ces genes de

resistance a d'autres especes (Kacmaz et Aksoy, 2005).

L'apparition de résistance aux antibiotiques chez les isolats d'origine laitiers semble
étre variable quelque peu d'une étude a l'autre et dépend souvent de la souche et de la

région (Canzek et al., 2005) ou peut étre selon la méthode d'isolement (Klein, 2003).

La prévalence des entérocoques resistants aux antimicrobiens observés dans cette
étude était inférieure a celle observée chez les autres animaux domestiques, cela peut étre
en partie attribué a l'utilisation d'antimicrobiens comme additifs alimentaires pour ces
derniers [Jung & al., 2007 ; Kwon & al., 2012 ; Hwang & al., 2009]. Les taux globaux de
résistance et de multirésistance des entérocoques (26,83% et 4,8%, respectivement)
détectés dans cette étude étaient également beaucoup plus faibles que ceux rapportés

dans la littérature (Singh, 2009).

Nos résultats de sensibilité aux antibiotiques sont résumés dans les (tableaux 31,
32, 33). Les entérocoques sont considérées comme intrinsequement resistants aux béta-
lactamines (Lopes & al., 2005). Les résultats obtenus dans la présente étude ne
concordent pas avec cette généralisation, car 77 % des isolats testés étaient sensibles a
l'ampicilline et 90 % a la peénicilline. D'autre part, il y a eu des etudes semblables a celles de

nos résultats (Valenzuela & al., 2010, Valenzuela et al., 2008, 2009).

I est aussi montré que 4%, 3%, et 2% de nos isolats entérocoques E€taient
résistants a, l'érythromycine (ERI), la tétracycline (TET) et la rifampicine (RIF)
respectivement. Par contre Teuber, et al. (1999) ont trouvé respectivement 45% et 32%
des isolats ayant une résistance a la tétracycline et a I'erythromycine, et ils ont conclu que
la résistance des isolats d’'£E. faecalis a ces antibiotiques est une préoccupation majeure.
Tejedor et al., (2015]) Ont isolé des entérocoques a partir des feces des chameaux, et ils

ont trouvé que 42,42% des isolats etaient résistants a la rifampicine.

La résistance a I'érythromycine comme représentant des antibiotiques macrolides
est préoccupante. Bien que De Fatima Silva Lopes & al. (2005) ont rapporté gu'un
pourcentage €élevé de souches d'E Faecalis (74%) avaient une susceptibilité intermédiaire

ou une résistance a I'érythromycine. En Pologne Wioleta Chajecka-Wierzchowska et al.
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(2012) ont rapporté une prévalence supérieure de la résistance a la tétracycline (28,3%

des souches isolées) a notre étude.

La résistance la plus répandue parmi les entérocoques laitiers dans la littérature
était celle a la tétracycline qui a été détectée dans 30,8 % des souches, ce qui peut étre
attribué a l'utilisation généralisée et excessive de ces antibiotiques dans les pratiques
vetérinaires (Pieniz et al., 2015). Huys et al. (2004) ont également montré qu'une
proportion significative des isolats résistants a la tétracycline présentaient une multiple
résistance a I'érythromycine et/ou au chloramphénicol, ce qui suggére que la sélection des
genotypes de résistance a la tétracycline peut fournir une base moléculaire appropriée
pour la sélection supplémentaire des résistances multiples. Cependant, il convient de noter
qgue la résistance & la tétracycline a peu dimportance clinigue car il n'est pas un

medicament de choix pour le traitement des infections humaines a entérocoque.

Bien que les entérocoques soient généralement considérés comme étant
intrinsequement resistants a de faibles taux de gentamicine, une résistance a la
gentamicine de haut niveau a été détectée chez de nombreux isolats isolés du lait [Giraffa,
2003 ; Hummel et al., 2007) 98 % des souches isolées dans notre étude étaient

sensibles a la gentamicine.

L'émergence des entérocoques resistants a la vancomycine (VRE] est une
preoccupation majeure de sante. La vancomycine est considérée comme l'antibiotique du
dernier recours pour traiter les infections graves dues aux bactéries Gram positives
résistantes, et est administrée exclusivement dans un environnement clinique, lorsque tous

les autres antibiotiqgues échouent. [Naoual et al., 2010).

I est important d'avoir une idée correcte sur la propagation des genes de
résistance a la vancomycine dans d'autres environnements que dans les environnements
clinigues, notamment chez les entérocoques d'origine alimentaire car ce sont des
microorganismes qui entrent en contact avec les microorganismes commensaux des
humains, des animaux, avec ceux du sol, et des interfaces solides. Plusieurs études ont
montré l'existence des entérocoques résistants a la vancomycine dans les aliments
d'origine animale, en particulier les especes E£. faecalis et E. faecium, bien que la fréquence
d'isolement semble étre plus faible que dans les échantillons cliniques (Klein, 2003). Une
étude réecente a montré que £ faecium d'origine animale peut facilement transférer des
genes de résistance a la vancomycine a la méme espece d'origine humaine dans le tractus

gastro-intestinal des souris infectées, indiquant que la transmission des entérocoques
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résistants, des animaux a 'homme devrait étre gerée et surveillée pour ne pas menacer la
santé humaine (Moubareck & al., 2003).

L'apparition de la résistance des entérocoques aux glycopeptides, y compris la
vancomycine et la téicoplanine, dans un grand nombre de pays développés, est attribuée a
un double développement qui incluait I'utilisation clinique exorbitante des antibiotiques et la
résistance croisée apres l'utilisation de l'avoparcine comme promoteur de croissance

animale (Koluman et al.2009).

Dans notre cas, on a trouvé cing (5] entérocoques résistants a la vancomycine qui
représentent (49%]) de toutes les souches isolées, dont trois (3] ont été identifies comme £
faecium, une (1) a été identifiée comme £ faecalis, et une autre souche identifiee par 'API
20 STREP en tant que Streptococcus uberis. Selon Morandi et al. (2006) testant la
sensibilité aux antibiotiques a la vancomycine par la méthode de diffusion sur disque
fournissent des résultats similaires @ ceux de la croissance dans du bouillon MRS

contenant de la vancomycine.

Outre les analyses de susceptibilité a la vancomycine, les isolats sélectionnés ont
ete évalués pour la présence des genes de résistance a la vancomycine. Les genes varA,
vanB vanC1 et vanCZ/3 ont été recherchés par PCR multiplex selon le protocole décrit
par Dutka-Malen et al., (1995), ce qui a entrainé la détection des genes vanA, vanB et
vanC2/3 chez 24,24 %, 21,21 %, et 36,36 % des souches sélectionnées,
respectivement, et I'absence du gene vanC7. Ainsi on a pu démontrer que les isolats
phénotypiquement résistants a la vancomycine possédant les génes de résistance. Pour le
gene vanA deux isolats (S65, S69) identifies par dd/ en tant que £ faecalis, pour le gene
vanB deux isolats (S96, S115) une est identifiee comme £ faecium et l'autre en tant que S
uberis, et un isolat (S18) possede le gene vanCZ2,/3 identifié comme £ faecalis. Comme on
a signalé quil y a plusieurs isolats testés n'avaient pas de phénotype de résistance
contiennent 'un des trois genes deja-cité (c.-a-d. que le gene de résistance existe dans ces

isolats mais il n'est pas exprime).

L'évaluation des genes de résistance a la vancomycine dans les souches avec une
utilisation possible dans l'alimentation animale est d'une importance capitale, puisque cet
antibiotiqgue n'est pas meétabolisé par les animaux et reste sous forme active dans les

intestins (Yap et al., 2008].

La résistance a la vancomycine au sein des entérocoques d'origine laitiers reste
controversee, bien que plusieurs études indiquent une tres faible ou aucune occurrence

des genes de résistance vanA et vanB dans le genome des entérocoques isolés a partir de
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fromage (Jurkovic et al., 2006). Dans un autre document, le gene vanA a été détecté chez
37% des entérocoques isolés du lait, mais tous étaient phénotypiqguement sensibles a la
vancomycine (Ribeiro et al., 2007). En Egypte, est pour la premiere fois des souches
entérocoques resistantes a la vancomycine ont été découvertes dans des aliments

d'origine animale ([Hammad et al., 2015).

L’'occurrence des genes de résistance aux antibiotiques dans les microorganismes
isolés du lait de chamelle jusqu’a présent n'a pas fait I'objet d'une étude systématique. Or la
découverte dans cette étude des entérocoques résistants a la vancomycine (VRE] dans le
lait de chamelle nous a surpris, sachant que cet animal survit dans des zones €éloignées de
la zone urbaine. Les pasteurs des chameaux sont des nomades qui se déplacent dans une
vaste reégion, et peuvent étre le vecteur des entérocoques résistants a la vancomycine, Il
est possible que ces pasteurs portent des souches résistantes a la vancomycine, car ils
sont le seul contact entre les centres urbains et les zones de paturage ou se trouvent les
chameaux. Ou bien les entérocoques résistants isolés a partir du lait de chamelle sont
intrinsequement résistants a la vancomycine ce qui a été prouve pour lisolat S18 un £
faecalis d'apres l'identification par dd/ et qui possede le gene de résistance vanCZ2/5. Neuf
types de résistance aux glycopeptides ont été décrits chez les entérocoques : huit sont
acquis (vanA, vanB, vanl, vanE, vanG, vanL, vanM et vanl) et un, vanC est une propriéte
intrinseque de £ casseliflavus, E gallinarum et E flavescens (Lebreton et al., 2011 ;
Mayers, 2009). Une ambiguité qu'on a soulevée a propos de l'isolat S18, c’est que le gene

vanCZ2,3 n'est pas une propriété intrinseque de I'espece £ faecalis |

La recherche des facteurs de virulence chez les entérocoques, et en particulier
ceux isoles a partir des sources alimentaires, par des méthodes moléculaires et
phénotypiques est nécessaire, en raison du risque de transfert genetique, car ces genes
sont d’habitude localisés sur des plasmides conjugués (Eaton & Gasson, 2001). La
présence des facteurs de virulence dans les entérocoques peut grandement contribuer a
augmenter la sevérité des infections nosocomiales. En se basant sur les tests
phénotypiques de la recherche de la gélatinase et du type d’hémolyse, nous avons
sélectionné des isolats afin de les testés pour la présence des genes codant des facteurs
de virulence potentiels. Les résultats sur les genes de virulence sont représentés dans le

tableau 36.

Selon les tests phénotypigues, seulement 10 sur 123 isolats présentaient une -
hémolyse. En outre, l'activité gélatinase a eété détectée dans 18,7% des isolats,

conformément aux résultats obtenus par Eaton & Gasson, (2001) et Fisher & Phillips,
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(2009). L'activité de la gélatinase est principalement médiée par le produit du gene gelE
En effet, nous avons trouvé que la plupart des isolats gélatinase positive possedent le gene

gelE.

Onze isolats (42,3 %) étaient positifs pour le gene gelE, alors que sept (7] isolats ne
produisaient pas de gélatinase dans les tests phénotypiques, ce qui est courant comme il a
ete signalé (Eaton & Gasson, 2001, Mannu et al., 2003). Selon Eaton et Gasson (2001),
la perte d'activité gélatinase au cours des tests in vitro peut étre attribuée a la forte
influence de l'expression du géne gelE par les conditions environnementales et de culture
en laboratoire. De plus, la présence du gene gelE pourrait ne pas étre suffisante pour
I'activité gélatinase, car |'opéron complet /sr semble étre nécessaire pour son expression

(Lopes & al., 2006).

L'activité de la gélatinase est I'un des meécanismes de virulence la plus inquiétante
des entérocoques. Car la gélatinase contribue au développement de I'endocardite et réeduit
I'affinité des neutrophiles au site d'infection par le clivage du complément d'anaphylatoxine
C5a (Thurlow & al., 2010]. Cependant les genes gelE, esp, et asa7 ont été proposeés pour
étre corrélés avec la capacité des entérocoques de former des biofilms (Kristich& al.,
2004 ; Tendolkar & al., 2004).

La présence des genes impligués dans la production d'hémolysine/cytolysine est
considérée comme un facteur de risque. En ce qui concerne le géene cy/4, seuls 2 (7,7 %)
isolats ont donné un résultat positif, mais selon des tests phénotypiques, une B-hémolyse a
éte observée chez 10 isolats. Le cy/ peut étre considéré comme un géne silencieux ou son
expression genique peut étre influencée par les facteurs environnementaux et les
conditions utilisées pour les tests phénotypiques (Eaton & Gasson, 2001). Le transfert de
l'opéron codant la cytolysine entre les souches peut se produire puisque cet opéron est
situé sur des plasmides transmissibles et un ilot de pathogénicité mobile (Van Tyne & al.,,
2013). L'expression de la cytolysine nécessite la fonctionnalité de huit genes : cylLL et
cylLS, qui codent pour les peptides structurels de cytolysine, cyiM, cylB, cylA et cyl, qui
codent pour les protéines responsables des maodifications posttraductionnelles des
peptides (sécretion, activation extracellulaire, et I'immunité) et cy/R7 et cylHZ, qui sont des
regulateurs de l'expression de la cytolysine (Cox et al., 200%5). Un autre aspect a
considérer est que |'opéron cytolysine pourrait étre transcrit & de faibles niveaux en
absence d’induction, comme dans le cas des tests in vitro. Van Tyne et al. (2013) ont déja
décrit la transcription de la cytolysine comme un systeme complexe fortement influencé

par les conditions environnementales de la culture. £ faecalis et E. faecium isolés a partir
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des aliments ont déja été decrits comme capables de produire de la cytolysine, bien que

cette caractéristique soit plus fréquente dans les isolats cliniques (Eaton & Gasson,
2001).

Le gene esp, est lie a la production de différentes substances impliquées dans la
colonisation et l'adhésion aux surfaces biotiques et abiotiques, et a I'évasion du systeme
immunitaire de I'héte. Le gene esp a été retrouve dans 15,4 % des isolats sélectionnés. En
outre, huit (30,8 %) isolats ont donné un résultat positif pour Ay, lié a la production
d'hyaluronidase qui facilite la propagation des toxines et des bactéries a travers le tissu de
I'néte en provoquant des lésions tissulaires, et peut également interagir avec des
récepteurs lymphocytaires induisant des maladies immunes (Girish & Kemparaju, 2007;

Sousa, 2003).

La substance d'agrégation asa7 a été detectée dans 12 isolats (46 %). Asal est
une protéine de surface codée par un plasmide répondant aux phéromaones sexuelles, et
elle favorise le transfert conjugue de ces plasmides par formation d'agrégats
d'accouplement entre les cellules donneuse et receveuse. Les protéines Asa’l ont été
impliquées dans la liaison aux composantes de la matrice extracellulaire [CMEs), telles que
la fibrine, la fibronectine, la thrombospondine, la vitronectine et le collagene de type |

(Rozdzinski & al., 2001)

En guise de conclusion, le lait de chamelle est un écosystéme tres riche qui devrait
étre valorisé. En outre, il y a eu tres peu d'études systématiques pour étudier la résistance

acquise des antibiotiques chez les entérocoques du lait de chamelle.

Malgre que cette étude edt une limitation au niveau de la provenance et du nombre
d’isolats testés, et donc certaines corrélations n'ont probablement pas pu étre observées,
elle est la premiére dans son genre, car elle a fourni la premiére caractérisation
technologique et sanitaire des entérocoques isolés a partir du lait de chamelle préleve
dans la région sud-ouest de I'Algérie. Nos résultats indiquent que 61% des isolats parmi
ceux seélectionnés pour [I'étude technologiqgue, ont montré des performances
technologiques intéressantes, et parmi ces isolats technologiguement importants 54,5%
possedent au moins un facteur de résistance ou de virulence. Ainsi on a détecté parmi nos
isolats ceux qui peuvent contenir de la multirésistance aux antibiotiques (2 a 4] dont celles

envers la vancomycine, et 'ampicilline étant la combinaison la plus commune.

Ces donneées supportent également limportance d'une utilisation prudente des
antibiotigues en meédecine vétérinaire afin d'éviter la dissémination zoonotiques des isolats

pathogenes. D'autres études sont nécessaires afin de mieux comprendre l'origine de la
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propagation de ces agents pathogenes. En dépit que l'occurrence des entérocoques
résistants a la vancomycine dans le lait de chamelle soit tres faible, mais elle doive étre
abordée par les programmes de surveillance nationaux afin d'explorer I'importance du

réservoir animal dans I'évolution de la résistance des entérocoques.
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Conclusion

Les nomades du Ahaggar au Sahara dépendent presque entierement du lait pour
leur subsistance, ils ont un dicton: « l'eau est I'ame ; le lait est la vie ». Le lait est donc
precieux dans les regions touchées par la sécheresse, ou aujourd'hui des millions de

personnes sont au bord de la famine.

Dieu le ToutPuissant, nous a « donneé » le lait de chamelle pour étre utilisé dans les
zones arides et dures du monde ou la faim est répandue. C'est une excellente source de
nutriments et de fluides. Outre ce lait, constitue aussi un écosysteme tres favorable pour
différents types de microorganismes, et il est susceptible de causer des maladies d'origine
alimentaire et les facteurs antimicrobiens naturels du lait de chamelle ne peuvent fournir
gu'une protection limitée contre de pathogenes spécifiques et pour une courte période. Ce
risque est plus élevé lorsque le lait est consommé & I'état cru, comme cela est
couramment pratiqué par les peuplades nomades. Les entérocoques avec leurs capacités
d’adaptation et de résistance, retrouve dans le lait de chamelle un milieu propice pour leur

prolifération.

Parlons des entérocoques, en parlant d'une situation paradoxale, car d’'un coté et
depuis des siecles, ce microorganisme procaryote a éte utilisé dans la transformation des
aliments, considéré comme bactérie lactique il a été inclus dans des cultures starter, et
utiisé comme culture adjuvante, et méme comme probiotique, de l'autre coéte il est
considéré comme un pathogene opportuniste, et il a recu ces dernieres années une
attention considérable dans la bactériologie médicale en raison de son rdle croissant dans
les infections nosocomiales. Un facteur important contribuant & ce phénomene a sans
aucun doute eté sa résistance naturelle [intrinseque] et acquise aux antibiotiques

fréquemment utilisés.

Cette étude avait comme objectif essentiel une caractérisation technologique et
sanitaire des entérocoques isolés a partir de lait de chamelle, pour arriver enfin a
comprendre cette situation paradoxale des entérocoques. Malgré que cette etude elt une
limitation au niveau de la provenance et du nombre d’isolats testés, et donc certaines
corrélations n'ont probablement pas pu étre observees, nous avons obtenu les résultats

suivants :

& L'analyse physicochimique de lait de chamelle a montré que les parametres
physicochimiques étaient presque similaires a ceux du lait de vache sauf pour le
taux des protéines qui €etait inférieur, et sa teneur en matiere seche réduite par

rapport a celle des laits d'autres especes.
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& L'analyse microbiologiqgue a revélé le niveau de contamination un peu éleve est
variable d'un échantillon a l'autre du lait de chamelle.

&% L'isolement des entérocoques a abouti a la collecte de 123 souches appartenant
au genre Enterococcus.

% L'identification biochimique par I'API 20STREP a permis de regrouper les isolats en
sept especes a savoir : E faecium 63,4 % (n=/8), E faecalis 11,4 % (n=14), £
galliranum 14,6 % (n=18), £ aviumn 5,7% (n=7), Aerococcus viridans 2,41% (n=3),
Streptococcus uberis 1,6 % (n=2), L. lactis ssp lactis 0,8% [n=1).

&% Par contre l'utilisation de la méthode moléculaire [ERIC-PCR) a permis de distinguer
trois groupes phylogénétiguement distincts, dont deux sont bien identifies en tant
que £ faecium (52 isolats) et £ faecalis (22 isolats), et le troisieme groupe
Enterococcus spp tres hétérogene, nécessite des analyses approfondies.

&% L’étude des aptitudes technologiques des isolats sélectionnés a demontre que 61%
des isolats avaient des performances technologiques intéressantes, et parmi ces
isolats technologiquement importants 54,5 % possedent au moins un facteur de
résistance ou de virulence, pour la plupart des isolats ces activités technologiques
se sont exprimees d'une maniere tres hétérogene et ceci n'a pas permis de classer
et de ressortir celles qui sont plus performantes, et de présenter également une
discriminatoire assez puissante pour trier et élire la ou les souches les plus
performantes parmi un ensemble de souches montrant des profils dintéréts
technologiques.

& L'etude de la susceptibilité aux antibiotiques a révélé que la plupart des souches
isolées etaient sensibles, cependant nous avons enregistré des cas de résistance a
tous les antibiotiques testés ; (8 %, 8%, 4 %, 4 %, 3 %, 2 %, 2 % pour la pénicilline,
'ampicilline, I'érythromycine, la vancomycine, la tétracycline, la gentamicine, et la
rifampicine respectivement) ; ainsi nous avons detecté six souches multirésistantes
a au moins deux antibiotiques.

&% La recherche des déterminants génetiques de la résistance a la vancomycine :
vanA, vanB, vanC1 et vanC2/3 par la techniqgue de la PCR multiplex selon le
protocole décrit par Dutka-Malen et al., (1995), a abouti a la détection des genes
vanA, vanB et vanCZ/3 chez 24,24 %, 21,21 %, et 36,36 % des souches
sélectionnées, respectivement, et l'absence du gene vanC7. Ainsi on a pu
démontrer que les isolats phénotypiquement résistants a la vancomycine possédant
les géenes de résistance.

&% La recherche des déterminants génétique de la virulence ; asa’, gelE esp, hyl, cylA

a rendu compte que sur les 26 souches sélectionnées et testées 17 (654 %]
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avaient au moins un facteur de virulence, et que le déterminant génétique de

virulence asa7 avec une fréquence de 46 % soit le facteur prédominant parmi les

cing facteurs étudiés., suivi par le facteur gelE (42,3 %), puis hy/(30,8 %), esp (15,4

%), et d'une moindre fréquence cy/4 (7,7 %). On a observé aussi qu'il y avait une

corrélation significative entre la multirésistance des souches et I'acquisition des
facteurs de virulence, la souche 518 étant un exemple concret.

En fin de compte, il est important de rappeler |'importance nutritionnelle du lait de la

chamelle en tant qu'aliment précieux dans les zones arides et désertiques, et en tant que

réservoir de microorganismes d'intérét technologique ou sanitaire, et il est trés important

de maintenir le contrdle et la surveillance de la résistance aux antibiotiques au niveau

phénotypique et génaotypique.
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Perspectives

Ce projet pourra avoir comme perspectives :

% Elargir le nombre des échantillons et des isolats pour permettre d'établir toutes les
corrélations possibles, et de répondre ainsi aux differentes questions concernant

I'utilisation des entérocoques dans l'alimentation humaine et animale.

% Utiliser dautres techniqgues moléculaires d'identification, pour identifier

correctement et avec précision tous les isolats d’entérocoques.

%

Caracteriser les genes de résistance et de virulence détectés dans cette etude par

le séquencage.

% Localiser les genes de virulence et de résistance s’ils sont chromosomiques ou

portés sur des plasmides, et s'il le fallait une caractérisation de ces plasmides.

¢ Faire un screening des autres facteurs de risques impliqués dans la virulence et la

résistance des entérocoques isolés de lait de chamelle.

Tester la pathogénicité des isolats virulents et résistants sur des modeéles animale,
et étudier la possibilité du Transfer horizontal de ces déterminants génétiques
entre des especes microbiennes des origines different (par exemple

animal/homme].

% Exploiter les souches inoffensives qui sont technologiguement performantes, en

étudiant leur comportement dans différentes matrices alimentaires.

% Amasser une plus grande collection de souches cliniques humaines et animales afin
d’effectuer une analyse comparative plus approfondie. Les souches collectées
devront avoir des éléments permettant d'extrapoler un lien potentiel tels que la
region, I'hdte, la date et [lorigine disolement (souche commensale,

environnementale, alimentaire ou clinique).
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Annexe A [milieux de culture)

Bouillon BHIB (Brain Heart Infusion Broth)

Protéose-peptone 10g
Infusion de cervelle de veau 12,99
Infusion de cceur de beeuf 9g
Chlorure de sodium 9g
Phostate disodique 2g
Glucose 29
Eau distillée gsp 1000ml

pH 7,4. Stériliser par autoclave a 120°C pendant 15min.

Bouillon MRS (Man Rogosa et Sharpe)

Polypeptone 10g
Extrait de viande 10g
Extrait autolytique de levure og
Glucose 20g
Tween 80 1 ml
Phosphate dipotassique 2g
Acétate de sodium 5g
Citrate d’'ammonium 2g
Sulfate de magnésium 020g
Sulfate de manganese 005¢g
Eau distillée 1000 ml

pH 5,7 Stériliser par autoclave a 120°C pendant 15min.

Eau peptonée tamponnée (EPT)

Peptone 20g
Chlorure de sodium 95g
Phosphate disodique 9g¢
Phosphate monopotassique 199
Eau distillée gsp 1000 ml

pH 7,2. Stériliser par autoclave a 120°C pendant 15min.



Lait écrémé a 10%
Poudre de lait (0% MG]) 100g
Eau distillée gsp 1000 ml
pH 6,5. Stérilisation par tyndallisation, 3 répétitions a 100°C pendant 30min.

Gélose MRS (Man Rogosa et Sharpe)

Peptone 104
Extrait de viande 10g
Extrait de levure 59
Glucose 20g
Tween 80 1 ml
Phosphate dipotassique 2g
Acétate de sodium 59
Citrate triammonium 249
Sulfate de magnésium 0204
Sulfate de manganese 0,05¢g
Eau distillée gsp 1000 ml

pH 6,2 Stériliser par autoclave a 120°C pendant 15min.

Gélose M17

peptone de caséine 2,50¢g
Peptone de viande 250g
Peptone de soja 959
Extrait de levure 2,50¢g
Extrait de viande 99
Lactose 59
Glycérophosphate de sodium 19¢
Sulfate de magnésium 025¢g
Acide ascorbique 0,50¢g
Agar 15¢g
Eau distillée gsp 1000 ml

pH 7,2 Stériliser par autoclave a 120°C pendant 15min.



Gélose YMA (Yeast Milk Agar)

Peptone

Extrait de levure

Lait écrémé

Agar

Eau distillée gsp

pH7,1 Stériliser par autoclave a 120°C pendant 15min.

Gélose CATC (Citrate Azide Tween Carbonate)

Peptone de caseéine

Extrait de levure
Potassium KH2P0O4
Citrate de Sodium

Tween 80
Agar

Eau distillée gsp

pH 7 +/-0,2 Stériliser par autoclave a 120°C pendant 15min.

Solutions ajoutées

Carbonate de Sodium

TTC

Azide de Sodium

Steérilisation des solutions par filtration.

Gélose Muller-Hinton

Extrait de viande

Hydrolysat acide de caséine

Amidon
Agar

Eau distillée

Agar

pH 7,4 Stériliser par autoclave a 120°C pendant 15min.

Gélose blanche

Eau distillée gsp

pH 7 Stériliser par autoclave a 120°C pendant 15min.

og
39

15¢g
1000ml

15 g

0O5g¢g

06g

05g¢g

1ml

15¢g
1000 ml

0,19
049

2g
17,59
1,59
10g
1000ml

15¢g
1000ml



Peptone

Extrait de levure
Gelatine

Eau distillée gsp
Agar

Extrait de viande
Extrait de levure
Peptone
Saccharose
K2HPO4

NaCl

MgS04, 7H20
Agar

Eau distillée gsp

Peptones

Amidon

Gélose a la gélatine

pH 7 Steériliser par autoclave a 120°C pendant 15min.

Gélose hypersaccharosée

pH 6,8 Stériliser par autoclave a 120°C pendant 15min.

Gélose de Columbia au sang

Chlorure de sodium

Agar
Sang

og
39
30g
1000ml
15g

10g

39
2.95g
150g

2g

0.2g
15¢g
1000ml

23g
19
59

10g

50ml

pH 7,3 Stériliser par autoclave a 120°C pendant 15min le milieu de base.

Apres refroidissement du milieu de base ajouter le sang défibriné stérile dans une zone stérile.



Annexes B [Quelques matériels utilisés)

Rampe de filtration

Colorimeétre

Transilluminateur

Electrophorése horizontale

Agitateur

pH-métre







Annexe C [Résultat globale de I'antibiogramme])

Rif

nwv
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S
S
S

S
S
S
S
S

Isolats

ER

S10

5100
5101

5102
5103
5104
5105
5106
5107
5109

S11

5110

S111

5112

5113

5114
5115

5116

S117

5118

5119

S12

5120
5121

5122

5123

5124
513

S14

S15

S16

S17

518

519

S2

S20
S22
S23
S24
S25

S26
S27

528




529
S3
S30

531
532
533
534
535
536
537
538
539

54
540
541
542
543
544
545
546
547
548
549

550
551
552
553
554
555
556
557
558
559

S6
560
S61
562
S63
564
S65
S66
S67
S68
S69

S
570

7

| s29
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| S32 |
| s34 |
| S38
| s38 |
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| s42
| s44
| s48
| s48
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| s53
| S56
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| S65
| s67
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572

573

574
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576

S77

5/8

579

S8

580

5871

582

583

584

585

586

587

588

589

S9

590

S91

592

593

594

595

596

597

598

599




Annexe D [Résultats du pouvoir acidifiant)

2h | 4h [18h|24h| 72h 2 h 4 h 18 h 24 h 72h
CODE | IDAPI20STREP | pH | pH | pH | pH (;;h] M°;/a““e Acidité °D | Acidité °D | Acidité °D | Acidité °D | Acidité °D
ER E faecalis 739727694 (675|627 | B92 19.00 23.00 40.00 52.00 42.00
S1 E aviurn 730728693688 636 | 695 20.00 29.00 41.00 54.00 39.00
S10 E faecium 736 |735|685|688| 555 | 6.80 20.00 30.00 50.00 43.00 55.00
S11 E faeciumn 719723685672 | 622 | 684 25.00 31.00 49.00 52.00 45.00
s12 E faecalis 726731709687 ] 646 | 700 23.00 30.00 40.00 49.00 40.00
S13 E faecium 731|730]687 676|629 ] 691 24,00 30.00 43.00 34.00 44,00
S14 E faeciumn 733|711 646 |605| 575 | 654 24.00 29.00 46.00 34.00 49.00
S15 E faecalis 721|726(681[671|619| 684 23.00 32.00 44.00 52.00 41.00
S16 E faecalis 722729684 [675] 642 | 690 19.00 23.00 45.00 31.00 34.00
S17 E faeciumn 730734689 [680| 630 | 693 19.00 25.00 39.00 30.00 35.00
518 E faecalis 726 |720|694 651|630 | 684 23.00 32.00 39.00 55.00 43.00
519 E faecalis 720|732 ]723 640|670 | 697 23.00 30.00 40.00 47.00 38.00
S2 E faecalis 740|735|734[710( 673 | 7.8 20.00 20.00 47.00 35.00 43.00
S20 E faecalis 726|719 657637641 | 6.76 20.00 30.00 42.00 52.00 32.00
Se2 E faecalis 728740710677 ] 641 699 21.00 35.00 40.00 49.00 32.00
S23 E faecalis 728|731|730]714] 670 7.5 24,00 30.00 40.00 52.00 30.00
S24 E faecium 730732766 673|634 | 707 25.00 30.00 44.00 55.00 34.00
S25 E aviun 720|723 |674[6860| 611 | 6.78 20.00 24.00 45.00 29.00 50.00
S26 E avium 729|723 |675|664| 556 | 669 17.00 27.00 44.00 31.00 48.00
S27 E faecium 726 |730|685|669| 612 | 684 20.00 20.00 50.00 34.00 48.00
se8 E faeciumn 740|724 680|661 | 550 | 6.71 25.00 28.00 43.00 34.00 35.00
S29 E faecium 730712687 |675| 626 | 6.86 20.00 24,00 45.00 45.00 45,00
S3 S uberis 735|741 685|684 | 620 | 693 20.00 23.00 44.00 31.00 48.00
S30 E gallinarum 732|706 668|657 | 576 | 6.68 20.00 20.00 37.00 25.00 33.00
S31 E gallinarum 733|728|689|676| 633 | 692 23.00 20.00 40.00 2500 35.00




S32 E gallinarum 732726689680 6.10 6.87 25.00 21.00 36.00 25.00 42.00
S33 E gallinarum 724 1711|667 657 | 560 6.64 22.00 22.00 40.00 27.00 38.00
534 E gallinarum 7211717682 664 | 6.24 6.82 23.00 25.00 39.00 23.00 33.00
S35 E gallinarum 71817111680 |6.78 | 6.23 6.82 20.00 30.00 48.00 22.00 46.00
S36 E gallinarum 725720684661 | 623 6.83 17.00 25.00 49.00 35.00 38.00
S37 E gallinarum 735723712695 | 6.65 7.06 24.00 29.00 47.00 24.00 32.00
S38 E gallinarum /7361721713646 | 6.69 6.97 25.00 30.00 23.00 39.00 91.00
S39 E faecalis 713|722 |6.78 665 | 610 6.78 20.00 25.00 42.00 36.00 49.00
sS4 E faecium 7241738686 |668| 6.20 6.87 22.00 30.00 34.00 28.00 40.00
5S40 | L /actis subsplactis | 7.19 | 7.24 | 6.48 | 6.36 | 6.50 6.75 34.00 32.00 39.00 28.00 48.00
541 E faecium 730|715 |6.80|6.72 | 6.20 6.83 18.00 25.00 42.00 31.00 39.00
S5 E faecium 724 1732|679 666 | 6.25 6.85 27.00 30.00 20.00 39.00 45.00
S6 E faecium 7.36|7.38|6.78 | 6.76 | 6.09 6.87 21.00 30.00 45.00 50.00 35.00
S7 E faecalis 733|741 |716 | 695 | 6.38 7.05 20.00 27.00 50.00 52.00 47.00
S8 E faecium 7267411684668 | 6.17 6.87 20.00 28.00 42.00 06.00 4400
S9 E faecalis 723|733 |6.95|6.76 | 6.50 6.95 22.00 30.00 35.00 42.00 49.00
542 E faecium 722 (698|606 571|570 6.33 19.00 23.00 45.00 45.00 52.00
543 E faecium 716692599 582 | 5.78 6.33 28.00 23.00 49.00 43.00 28.00
544 E avium 717 1697|620 (570 | 5.80 6.37 19.00 25.00 47.00 54.00 55.00
545 E faecium 7.30 | 6.98 | 6.05|580| 580 6.39 15.00 21.00 40.00 43.00 57.00
546 E faecium 724 1718|622 588 | 5.70 6.44 17.00 28.00 43.00 91.00 70.00
547 E faecium 732720618580 | 576 6.45 19.00 28.00 48.00 37.00 56.00
548 E faecium 7391713620588 | 5.70 6.46 13.00 25.00 43.00 34.00 67.00
549 E faecium 729 (1699|591 560 | 560 6.28 18.00 25.00 40.00 03.00 70.00
550 E avium 721 |7.05|6.30|590| 590 6.47 19.00 27.00 40.00 40.00 75.00
551 E faecium 7151699631 6.30| 5.70 6.49 15.00 22.00 40.00 40.00 43.00
552 E avium 715|694 | 622|580 | 6.00 6.42 20.00 25.00 38.00 42.00 20.00
S53 E faecium 722 |700|6.15[591 | 588 6.43 17.00 22.00 50.00 5.00 60.00
554 E faecium 7171691631 [6.15| 599 6.51 23.00 26.00 50.00 39.00 60.00




555 E faecium 717 16.89|5985|580| 577 6.32 24.00 25.00 53.00 52.00 60.00
556 E faecium 715|693 |593 | 560 | 5.88 6.30 24.00 23.00 70.00 64.00 55.00
557 E faecium 7191690 | 588|560 | 560 6.23 20.00 21.00 60.00 20.00 20.00
558 E faecium 725|712 |6.72 588 | 5.70 6.53 24.00 24.00 40.00 55.00 60.00
559 E faecium 719|686 628|579 | 5.70 6.36 23.00 26.00 68.00 50.00 50.00
S60 E faecium 7291714642 607 | 590 6.96 20.00 23.00 20.00 42.00 91.00
S61 E faecium /7161695 |5.77 | 550 | 560 6.20 28.00 26.00 25.00 95.00 23.00
S62 E faecium 714 1703|594 570| 5.70 6.30 20.00 28.00 50.00 48.00 53.00
S63 E faecium 722|707 |607|605| 575 6.43 22.00 25.00 95.00 40.00 70.00
S64 E faecium 720|712 |6.09 | 580 | 580 6.40 20.00 24.00 55.00 50.00 50.00
S65 E faecium 730|713 |6.26 |6.05| 6.02 6.55 20.00 21.00 45.00 38.00 50.00
S66 E faecium 727 (1719|627 602 | 5.72 6.49 20.00 20.00 55.00 42.00 95.00
S67 E faecium 7.31 1683|647 592 | 592 6.51 20.00 23.00 50.00 40.00 46.00
S68 E faecium 726|707 600|588 | 575 6.39 20.00 21.00 58.00 44.00 55.00
S69 E faecium 7211699 |588|560| 590 6.32 17.00 26.00 70.00 20.00 75.00
570 E faecium 720 |7.06 |6.33|6.00 | 580 6.48 20.00 27.00 55.00 38.00 64.00
571 E faecium 7211707631 |6.01| 580 6.48 20.00 24.00 57.00 35.00 72.00
572 E faecium 727 (1709|641 |601| 6.22 6.60 17.00 20.00 36.00 45.00 46.00
573 E faecium 7.31|17.05|6.34|590| 580 6.48 13.00 16.00 49.00 42.00 50.00
574 E faecium 740|710 |6.50 590 | 560 6.50 10.00 19.00 40.00 37.00 58.00
S75 E faecium 737 (713|6.70 6.00 | 5.80 6.60 10.00 20.00 45.00 20.00 28.00
576 E faecium 7.37 | 7.06 | 6.66 | 595 | 590 6.59 20.00 22.00 60.00 50.00 60.00
S77 E faecium 741 1706|670 595 | 550 6.52 25.00 25.00 40.00 48.00 47.00
578 E faecium 732 (711|624 590 | 591 6.50 13.00 15.00 49.00 40.00 47.00
S79 E faecium 73117201634 |577 | 5.77 6.48 12.00 20.00 40.00 45.00 57.00
580 E faecium 732|706 |629 5983 | 575 6.47 18.00 20.00 40.00 55.00 52.00
581 E faecium 733|722 |650 (584 | 575 6.95 15.00 20.00 40.00 49.00 95.00
582 E faecium 7.30|705|6.35|590| 5.74 6.47 15.00 20.00 40.00 45.00 50.00
583 E avium 729 |735|666 639 | 578 6.69 50.00 22.00 50.00 42.00 97.00




S84 A viridans 1 730|741 1672|649 | 592 6.77 27.00 38.00 40.00 35.00 49.00
585 A viridans 1 728735666 640 | 590 6.72 23.00 23.00 35.00 34.00 52.00
S86 E faecium 722737673631 | 584 6.69 35.00 24.00 45.00 45.00 46.00
S87 A viridans 1 727 7211676643 | 6.09 6.75 25.00 22.00 30.00 43.00 41.00
588 E faecium 725|733 |6.72 622 | 581 6.67 23.00 31.00 30.00 43.00 43.00
589 E faecium 731725675645 | 598 6.75 26.00 21.00 38.00 4400 39.00
590 E faecium 733|737 |6.74|642 | 568 6.71 22.00 22.00 40.00 43.00 22.00
591 E faecium 732|716 |6.77 | 628 | 583 6.67 23.00 29.00 40.00 53.00 60.00
592 E faecium 728|722 668|624 | 574 6.63 23.00 25.00 40.00 42.00 4400
S93 E gallinarum 733|722 |652|6.12 | 585 6.61 25.00 16.00 36.00 40.00 37.00
594 E gallinarum 737 (1718|655 |6.17 | 5.70 6.59 24.00 19.00 33.00 40.00 47.00
595 E faecium 7237241659 (6.14 | 593 6.62 25.00 25.00 35.00 40.00 43.00
596 S uberis 726|729 653|627 | 577 6.62 24.00 15.00 34.00 40.00 32.00
597 E faecium 728725657 637 | 591 6.68 24.00 28.00 38.00 40.00 43.00
598 E faecium 722|728 |642 638 | 5.74 6.61 27.00 24.00 47.00 30.00 43.00
S99 E faecium 7.37 | 7.24 | 6.56 | 6.39 | 583 6.69 25.00 32.00 30.00 30.00 33.00
5100 E faecalis 734|728 662|634 | 579 6.67 27.00 30.00 40.00 35.00 35.00
5101 E faecium 728|721 |6.56 633 | 5.89 6.65 27.00 21.00 20.00 30.00 45.00
5102 E faecium 725|727 655|632 | 572 6.62 20.00 26.00 30.00 37.00 38.00
5103 E faecium 729|727 672|633 | 591 6.70 24.00 21.00 40.00 34.00 45.00
5104 E faecium 726730660623 | 568 6.61 24.00 35.00 46.00 35.00 40.00
5105 E faecium 7.32|7.38 | 6.60 |6.33 | 575 6.67 27.00 32.00 40.00 30.00 44.00
5106 E faecium 7311731644 620 | 5.72 6.60 27.00 26.00 40.00 30.00 4400
5107 E faecium 730|726 653|635 | 5.85 6.66 35.00 26.00 40.00 35.00 4400
5108 E faecium 727 |725|653|625| 581 6.62 30.00 25.00 37.00 36.00 48.20
5109 E gallinarum 722 (723|657 639 | 580 6.64 26.00 24.00 50.00 35.00 20.00
5110 E gallinarum 732 (730|651 6.30| 580 6.64 31.00 25.00 46.00 45.00 47.00
S111 E faecium 7241724663640 | 5.74 6.65 30.00 26.00 53.00 50.00 48.00
5112 E faecium 731|716 | 659 |6.26 | 5.88 6.64 27.00 23.00 46.00 47.00 56.00




5113 E faecium 72417141625 |6.14 | 578 6.51 38.00 29.00 53.00 45.00 53.00
5114 E gallinarum 722 (715|637 602 | 554 6.46 32.00 29.00 53.00 30.00 60.00
5115 E faecium 736|743 657|637 | 548 6.64 30.00 19.00 20.00 37.00 75.00
5116 E gallinarum 7181729620 (|6.19| 575 6.52 31.00 23.00 53.00 40.00 52.00
5117 E gallinarum 728733604613 | 568 6.49 30.00 23.00 51.00 40.00 40.00
5118 E faecium 726|727 649|622 | 5.86 6.62 32.00 22.00 40.00 35.00 45.00
5119 E faecium 722 |735|6.57|635| 597 6.69 25.00 27.00 44.00 37.00 46.00
5120 E gallinarum 7191733631654 | 5.71 6.61 25.00 20.00 35.00 33.00 53.00
5121 E faecium 7211737638626 | 599 6.64 25.00 26.00 45.00 33.00 46.00
5122 E gallinarum 727 17311633623 | 576 6.58 28.00 23.00 38.00 35.00 41.00
5123 E faecium 720|736 |6.39 637 | 581 6.63 30.00 20.00 42.00 35.00 43.00
5124 E faecium 723732635627 | 573 6.58 32.00 27.00 4400 40.00 46.00

Moyenne 727 | 720 | 6.55|6.29 | 594 6.65 22.88 25.03 44.50 40.35 48.12




Annexe E (ldentification physiologique des isolats)

2 o

o Tests de température (C°) | -, (%) |Croissance apH| m |z = | T | §

2 EIJ-I () 0 |p g O | =

Y 3 0 o|3 |2
=13 |2 SO Ao E5Ze |5
Code |8 | @ 3 Milieu caTe| S| €| © | Thermorésistance |t | o N RERCEAEE:
0|00 aB63°C L] OO =70 |

ER | - |Cocci| + + + |+ |+ + + |+ |+ - + + |+ |+/-|NH|~
S1 | - |Cocci| + + S [ + + |+ |+ - + + |+ [+/-|NH} -
S2 | - |Coccil| + + |+ ]+ + +l+ |+ - | + | + |- |+/-|NH]F
S3 | - |Cocci| + + -+ |+ + + |+ |+ - + + |+ |+/- -
sS4 | - |Cocci| + + -+ |+ + + |+ |+ - + + |+ |+/- -
S5 | - |Cocci| + + - |+ | + + + |+ | + - + + |+ | +/- NH| -
S6 | - |Cocci| + + |+ |+ + w4+ |+ - | + | + |+ |+/-|NH|-
S7 | - |Cocci| + + Y + +l |+ - |+ | + |+ |+/-|NH+
S8 | - |Cocai| + + — |+ |+ + + |+ | +] - + + [+ |+/-| B |-
S9 | - |Cocci| + + -+ |+ + + |+ |+ - + + |+ |-/-|NH|-
S10 | - |Cocci| + + |+ ]+ + +{ |+ - | + | + |+ |+/-|NH|-




S11

Cocai

+/-

NH

512

Coccai

+/ -

NH

513

Cocci

NH

514

Cocci

+/ -

NH

519

Coccai

+/-

NH

516

Coccai

+/ -

NH

517

Cocci

+/ -

NH

518

Coccai

+/ -

519

Cocci

+/ -

NH

520

Cocci

+/ -

NH

S21

Cocci

+/ -

NH

See

Coccai

+/ -

NH

523

Coccai

+/ -

NH

S24

Cocci

+/ -

NH

S25

Coccai

+/-

NH

S26

Cocci

+/ -

S27

Cocci

+/ -

S28

Coccai

+/-

NH




S29

Coccai

+/-

NH

S30

Coccai

+/ -

NH

531

Cocci

+/ -

NH

S32

Coccai

+/ -

NH

S33

Coccai

+/-

NH

S34

Coccai

+/ -

NH

539

Cocci

+/ -

NH

S36

Coccai

+/ -

S37

Cocci

+/ -

538

Cocci

+/ -

NH

S39

Coccai

+/ -

540

Cocci

+/ -

NH

S41

Coccai

+/ -

NH

S42

Coccai

+/ -

NH

543

Cocci

+/ -

NH

S44

Cocci

+/ -

NH

545

Coccai

+/ -

NH

S46

Coccai

+/-

NH




S47

Coccai

+/-

NH

S48

Coccai

+/ -

NH

549

Cocci

+/ -

NH

S980

Coccai

+/ -

NH

S51

Coccai

+/-

NH

So62

Coccai

+/ -

NH

593

Cocci

+/ -

NH

554

Coccai

+/ -

NH

S55

Coccai

+/-

NH

S56

Coccai

+/ -

NH

597

Cocci

+/ -

NH

S58

Coccai

+/ -

NH

S59

Coccai

+/-

NH

S60

Cocci

+/ -

NH

S61

Cocci

+/ -

NH

S62

Coccai

+/ -

NH

S63

Coccai

+/ -

NH

S64

Cocci

+/ -

NH




S65

Coccai

+/-

NH

S66

Coccai

+/ -

NH

S67

Cocci

+/ -

NH

S68

Coccai

+/ -

NH

S69

Coccai

+/-

NH

S/70

Coccai

+/ -

NH

S71

Cocci

+/ -

NH

S72

Coccai

+/ -

NH

S73

Coccai

+/-

NH

S74

Coccai

+/ -

NH

579

Cocci

+/ -

NH

S/76

Coccai

+/ -

NH

S77

Coccai

+/-

NH

S/78

Cocci

+/ -

NH

S79

Cocci

+/ -

NH

580

Coccai

+/ -

NH

S81

Coccai

+/ -

NH

S82

Cocci

+/ -

NH




S83

Coccai

+/-

NH

S84

Coccai

+/ -

NH

585

Cocci

+/ -

NH

S86

Coccai

+/ -

NH

S87

Coccai

+/-

NH

S88

Coccai

+/ -

NH

589

Cocci

+/ -

NH

S390

Coccai

+/ -

NH

S91

Cocci

+/ -

S92

Cocci

+/ -

NH

S93

Coccai

+/ -

NH

S94

Coccai

+/ -

NH

595

Cocci

+/ -

NH

S96

Cocci

+/ -

NH

S97

Coccai

+/-

NH

S98

Coccai

+/ -

NH

599

Cocci

+/-

NH

5100

Cocci

+/ -

NH




5101

Coccai

+/-

NH

S102

Coccai

+/ -

NH

5103

Cocci

+/ -

NH

5104

Coccai

+/ -

NH

5105

Coccai

+/-

NH

S106

Coccai

+/ -

NH

5107

Cocci

+/ -

NH

5108

Coccai

+/ -

NH

5109

Coccai

+/-

NH

S110

Coccai

+/ -

NH

S111

Cocci

+/ -

NH

S112

Coccai

+/ -

NH

S113

Coccai

+/-

NH

S114

Cocci

+/ -

NH

S115

Cocci

+/ -

NH

S116

Coccai

+/ -

NH

S117

Coccai

+/ -

NH

S118

Cocci

+/ -

NH




S119

Coccai

+/-

NH

S120

Coccai

+/ -

NH

5121

Cocci

+/ -

NH

5122

Coccai

+/ -

NH

5123

Coccai

+/-

NH

S124

Coccai

+/ -

NH




Annexe F (identification biochimique par la galerie API 20 STREP)

o )
Code | © % g é % 5 E E % § % % g % CE ﬁ g E J§> % Identification
ER + - + + - - - - - + + + + + + + - - + - E faecalis
S1 + - + | + - - - - + - + - + + | + + - - - - E avium
g2 + - - + + - + - - + - - + - + + - - - - E. faecalis
a3 + + |+ - - + - SO I I -t e e e - - i S. uberis
s4 + + + + - - + - - + + + + + + + - - + - E. faecium
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Little information is available on the diversity and distribution of resistance and virulence factors in
Enterococci isolated from camel milk. In this study, 33 samples of camel’s milk collected from the south
west region of Algeria were analyzed for the presence of Enterococcus spp. Twenty three (23)
enterococcal isolates were recovered. These strains were identified by the API 20 STREP and the
sodium dodecyl sulphate-polyacramide gel electrophoresis (SDS-PAGE) of whole cell protein at the
species level: Enterococcus faecalis (n = 11), Enterococcus faecium (n = 8), Enterococcus avium (n = 2),
Lactococcus lactis ssp lactis (h = 1) and Streptococcus uberis (n = 1). Fifteen (15) of the 23 isolates
exhibited resistance to at least one of the tested antibiotics and six (6) of these 23 isolates were
resistant to two antibiotics. None of the isolates were resistant to penicillin, ampicillin, or gentamicin.
Resistance to vancomycin (VAN) was found in three (3) isolates which represent (13%), two E. faecalis,
and one E. faecium. Six (26%) of Enterococci isolates were resistant to one of these antibiotics:
erythromycin (ERI), tetracycline (TET) and rifampin (RIF). In conclusion, this is the first study to
underline the importance of camel milk as a reservoir of Enterococcus spp. carrying resistance to
vancomycin.

Key words: Camel milk, Enterococcus, sodium dodecyl sulphate-polyacramide gel electrophoresis (SDS-
PAGE), antibiotic resistance.

INTRODUCTION

Enterococci are important members of gut communities
in many animals and opportunistic pathogens that cause
millions of infections annually. They are most frequently
used as fecal indicator bacteria, or general indicators of
fecal contamination, but they are also used as surrogates

for pathogens and/or health effects in risk assessment
and other modelling applications. These bacteria are
widely distributed in a variety of environmental habitats,
even when there is little or no input from human and/or
animal fecal sources (Byappanahalli et al.,, 2012). In
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addition, they are considered as lactic acid bacteria found
in traditional fermented foods and in the dairy products
(Sukontasing et al., 2007).

The prevalence of enterococci in dairy products is a
result of unhygienic conditions during the production and
processing of milk. Enterococci may enter the milk either
directly from human or animal feces or indirectly from
contaminated water sources, exterior of the animal and/or
from the milking equipment and bulk storage tank.
Different species of enterococci are found in dairy
products, but Enterococcus faecalis and Enterococcus
faecium remain the species of greatest importance
(Giraffa, 2003).

Data on the microbial diversity of raw camel milk are
generally scarce compared with bovine milk. The
microflora of raw and fermented camel milk products has
been reported as a mix of different species of typical
dairy bacteria (Christoph et al., 2012). This microflora
needs to be further investigated. The environmental
conditions where the milk is produced by camels and its
physicochemical properties determine the group of
microorganisms that can survive in such conditions. In
this case, these conditions (temperature, PpH,
concentration of salt...) are ideal for the growth and
proliferation of enterococci. The objectives of this study
were to identify the species and describe the
antimicrobial resistance features of Enterococci isolated
from camels’ milk.

MATERIALS AND METHODS
Sample collection

A total of 33 samples of camel’s milk were collected from free range
camel herd (Camelus dromedarius), in good health, living in the
South West of Algeria (Bechar area). The milk was collected during
the period of February, March and April, 2014 in sterile bottles,
transported to the laboratory in an icebox and stored at +4 to +6°C
before analysis. This work was performed in the biological
laboratories, Department of Biology at the University of Bechar,
Algeria.

Physiological and biochemical characterization of

Enterococcus strains

Enterococcal isolates were obtained from camel's milk. Growth
characteristics were tested in de Man-Rogosa-Sharpe agar (MRS),
Citrate Azide agar (CA) and Citrate Azide Tween Carbonate
medium (CATC) (Domig, 2003). These isolates were first
phenotypically described by using conventional growth and
physiological tests, according to Devriese et al. (2006). All cultures
were examined for ability to grow on potassium tellurite 0.04%, for
hydrolysis of esculin and for gelatine liquefaction. Production of
hemolysis was determined by plating actively growing cells of the
strains onto Columbia blood agar (Oxoid) supplemented with 5%
(v/v) human blood. Plates were incubated at 37°C in an anaerobic
atmosphere. Results were recorded at 24 and 72 h. A clear zone of
B-hemolysis on blood agar plates was considered as positive result.

The type strain for E. faecalis ATCC 29212 was obtained from
the American Type Culture Collection. Stock cultures were
maintained on MRS broth supplemented with 30% glycerol and
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stored at -20°C. After that, all isolated strains were tested with API
20 STREP galleries according to the manufacturer's instructions
(BioMérieux), and identified using the analytical profile index.
Physiological and biochemical characteristics were coded as 0 for
negative and 1 for positive and analyzed by the software package
BioNumerics version 7.5 (Applied Maths, Kortrijk, Belgium).
Agglomerative clustering was performed by the unweighted pair
group method with arithmetic mean (UPGMA).

Analysis of whole-cell protein profiles by SDS-PAGE

Preparation of samples and analysis of whole-cell protein profiles
by conventional one-dimensional sodium dodecyl sulfate (SDS)-
polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) were performed as
described by Merquior et al. (1994), with slight modification where
the strains used for protein extraction were first plated onto CATC
medium, then they were grown on brain heart infusion broth instead
of Columbia blood agar. Coefficients of similarity or dice indices
between isolates and the Enterococcal reference strain were
determined for each isolate by using the BioNumerics version 7.5
software package (Applied Maths, Kortrijk, Belgium), and a
dendrogram was constructed from the similarity matrix by the
unweighted pair group method with arithmetic mean (UPGMA). The
whole-cell protein extract of E. faecalis ATCC 29212 was used as
reference profile.

Antibiotic susceptibility test

All isolates were tested for their antibiotic susceptibility by a disc
diffusion method on Mueller-Hinton agar. Seven antibiotics were
used: penicillin 10 U (PEN), ampicillin 10 pg (AMP), vancomycin 30
Hg (VAN), erythromycin 15 pg (ERI), tetracycline 30 pg (TET),
rifampin 5 pg (RIF) and gentamicin 120 pg (GEN). The diameter of
inhibition zones were measured after incubation for 24 h at 35°C.
Sensitivity and resistance were evaluated according to the Clinical
and Laboratory Standards Institute guidelines (CLSI, 2014).
Antibiotic resistance data expressed in millimeters (mm) of inhibition
zone were first converted to categories (S for susceptible, | for
intermediate, and R for resistant), then a dendrogram was
constructed from the similarity matrix by the unweighted pair group
method with arithmetic mean (UPGMA) using the BioNumerics
version 7.5 software package (Applied Maths, Kortrijk, Belgium).

RESULTS
Isolation of Enterococcus strains

A total of 23 isolates of Enterococcal strains was isolated
from camel’s milk. As CATC medium is selective for
enterococci, all Gram-positive, catalase-negative cocci
isolated from this medium were presumptively identified
as Enterococcus spp. The presumptive identification
showed that all isolates were morphologically
homogeneous, they were spherical or ovoid cells
occurring in pairs or short chains, non-motile, and they
were gram positive catalase negative.

Physiological and biochemical identification

All isolated strains showed the same physiological
characteristics, they grew in MRS broth containing 6.5%
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Figure 1. Results of the APl 20 STREP tests represented as a clusters of biochemical profiles of the camel's milk

enterococci isolates. (EF indicate reference strain).

NaCl, at pH 9.6 which is in accordance with the genus
Enterococcus, and they grew at 10 and 45°C and resists
30 min at 63°C. They are positive for hydrolysis of esculin
and negative for hydrolysis of gelatin and they do not
show any tolerance for potassium tellurite. For hemolysis
on blood agar they showed negative results.

API 20 strep system identification

All of the isolates were Vogues-Proskauer (VP),
hippurate (HIP) (except for isolates: S5, S14, S21, and
S22), esculin (ESC), pyrrolidonylarylamidase (PYRA)
(except for isolate S3), leucine arylamidase (LAP), and
arginine dihydrolase (ADH) positives, but negatives for
alkaline phosphatase (PAL), a-galactosidase (a-GAL), B-
glucuronidase (B-GUR), and B-galactosidase (B-GAL).
With the exception of S4 which was unable to use
trehalose and starch, all isolates were able to produce
acid from ribose, mannitol, lactose, trehalose and starch
by fermentation, but they were unable to produce acid
from inulin. All the other tests were strain-dependent.

These results were coded as 0 for negative and 1 for
positive and analysed by the software package
BioNumerics version 7.5 (Applied Maths, Kortrijk,
Belgium), and clusters for species identification were
depicted taking into account the clustering pattern of
reference strain (Figure 1).

Whole-cell protein profiles identification

Whole-cell protein profiles of the isolates were compared
with a type strain profile. Figure 2 shows a dendrogram
that was obtained after UPGMA linkage cluster analysis
of all the isolates and the type strains of Enterococcus
faecalis ATCC 29212. Numerical analysis of the
electrophoretic whole-cell protein profiles of the 23
camel’s milk isolates and reference strain (E. faecalis
ATCC 29212) by the determination of the dice correlation
coefficient and UPGMA clustering, revealed that at the
65% similarity (S) level, the 23 isolates formed three
distinct clusters as shown in the dendrogram (Figure 2).
Cluster 1 with (71% r-value) grouped 8 isolates, five
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Identification with API 20 STREP system

Strain 14
Strain 15
Strain 16
Strain 12
Strain 9
Strain 10
Strain 13
Strain 11
Strain 7
Strain 8
Strain 6
Strain 3
Strain 5
Strain 1
Strain 4
strain 2
Strain 17
Strain 19
Strain 18
E. faecalis (RS)
Strain 21
Strain 22
Strain 23
Strain 20

Enterococcus faecium
Enterococcus faecium
Enterococcus faecalis
Enterococcus faecalis
Enterococcus faecalis
Enterococcus faecium
Enterococcus faecium
Enterococcus faecium
Enterococcus faecalis
Enterococcus faecium
Enterococcus avium
Streptococcus uberis
Enterococcus faecium
Enterococcus avium
Lactococcus lactis ssp lactis
Enterococcus faecalis
Enterococcus faecium
Enterococcus faecalis
Enterococcus faecalis
Enterococcus faecalis
Enterococcus faecalis
Enterococcus faecalis
Enterococcus faecalis
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Figure 2. Electrophoretic banding patterns of whole cell protein of Enterococcus isolates; the mean correlation coefficient (r),
represented as a dendrogram, and calculated by the unweighted average pair grouping method for some of the camel milk isolates

compared with the reference strain. (RS indicates reference strain).

(S10, S11, S13, S14, and S15) were identified by the API
20 STREP system as Enterococcus faecium, and three
(S9, S12, S16) were identified by the same system as E.
faecalis. Cluster 2 with (71% r-value) grouped 8 isolates,
two (S2, S7) were identified as E. faecalis, two (S5, S8)
were identified as E. faecium, another two isolates (S1,
S6) were identified as E. avium, one isolate (S3) was
identified as Streptococcus uberis, and the last one (S4)
was identified as Lactococcus lactis ssp lactis. Cluster 3
with 61% r-value also grouped 7 isolates with the
reference strain, six isolates (S18, S19, S20, S21, S22,
and S23) were identified as E. faecalis, and one isolate
(S17) was identified as E. faecium.

Antibiotic susceptibility

Analysis of the antibiotic susceptibility of the isolates
revealed that 15 of the 23 isolates exhibited resistance to
at least one of tested antibiotics and 06 of these 23
isolates were resistant to two antibiotics. None of the
isolates were resistant to penicillin, ampicillin, or

gentamicin. Resistance to vancomycin was found in three
isolates, two (S2, S19) were identified as E faecalis, and
the other one (S5) was identified as E. faecium. Six
isolates were resistant to erythromycin, two were
identified as E. faecalis (S21, S23), two were identified as
E. faecium (S10, S17), one was identified as
Streptococcus uberis, and the last one isolate was
identified as L. lactis ssp lactis. Six isolates were resistant
to rifampin, three were identified as E. faecalis (S2, S18,
S22), and the remaining three were identified as E.
faecium (S11, S13, S17). Six isolates were found to be
resistant to tetracycline, four were identified as E. faecalis
(S16, S18, S19, and S22), one as E. faecium (S10), and
the other one as E. avium (S1). It was found that only
34.78% of the isolates were susceptible to all tested
antibiotics. The susceptibility results and patterns of all
isolates tested are shown in (Table 1 and Figure 3).

DISCUSSION

Camel milk is a valuable product for the nomads in the
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Table 1. Antibiotic susceptibility of enterococcal strains isolated from Camels’ milk (n=23).

Antibiotics Resistant (%) Intermediate (%) Sensitive
Ampicillin (10 pg) 0 (0) 4 (17) 19 (83)
Erythromycin (15 pg) 6 (26) 16 (70) 1(4)
Gentamicin (120 pg) 0 (0) 0 (0) 23 (100)
Penicillin (10 U) 0(0) 6 (26) 17 (74)
Rifampin (5 pg) 6 (26) 9 (39) 8 (35)
Tetracycline (30 pg) 6 (26) 3(13) 14 (61)
Vancomycin (30 ug) 3 (13) 9 (39) 11 (48)
5
=z
= £ 8z, 3 ¢
s £ % 5 & 9§ 3
¢ £ o2 oz B ¢
.. ..8% % 8 8 & 2 § & ¥ & ® S
<?> | S <> | R & S1 Enterococcus avium
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00 | <?> | S <?> | R = S16 Enterococcus faecalis
— <> | S <?> R | = S11 Enterococcus faecium
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Figure 3. Antibiotic resistance profiling; Enterococci isolates are typically clustered based on their resistance
categories using a categorical coefficient, which treats different values as different states. The colors in the
comparison window correspond to the color of each antibiotic category (susceptible, intermediate or resistant).
(EF indicate reference strain).

hot regions and arid countries, consumed as fresh and milk that has been widely studied. The research done so
soured milk, this product has long been ignored and far on the camel milk do not cover all aspects, studies
under-estimated, and it has not had its share of chance in carried out between 1997 and 2009 have been mainly
the scientific research, when comparing it with the cow's concentrated on the composition, characteristics and



functionality of the camel milk (Al haj and Al Kanhal,
2010). Nevertheless, the data on the microbial diversity of
camel milk are insufficient. For this purpose, an attempt
was made in the current study to identify the enterococci
present in camel’s milk at species level and to investigate
some potential pathogenic factors of these bacteria, such
as hemolysis on human blood, and antibiotic resistance.
The choice of enterococci was established based on their
capacity to withstand harsh conditions such as drying,
heat stress, and UV irradiation prevailing in the regions
from where camel’s milk samples were taken.

Analysis of results from physiological and biochemical
tests was performed to determine characteristics that are
usually considered as typical for the genus Enterococcus,
such as growth at 45°C, 10°C, pH 9.6 and with 6.5%
NaCl, and to allow a preliminary characterization of the
isolates. Our isolates have given the same results of
physiological tests which allow to classify them in the
genus Enterococcus without exception, while the results
of biochemical tests obtained from the API 20 STREP
system have shown some differentiation between
isolates, in which 11 (48%) species were identified as E.
faecalis, 8 (35%) species as E. faecium, 2 (9%) species
as E. avium, 1 (4%) species as L. lactis ssp lactis, and 1
(4%) species as S. uberis.

A number of studies on the APl 20 Strep method
showed that the majority of E. faecalis, E. faecium, E.
avium and E. durans strains isolated of a clinical origin
are correctly identified (Winston et al., 2004). However,
because this system was developed prior to the recent
taxonomy changes, some identifications may be in error,
especially for species other than E. faecalis and for
“Enterococcus-like” strains (Maria et al., 2002).

Clearly, a reliable identification of enterococci to the
species and strain level by physiological and biochemical
tests often appears difficult. Besides being very time
consuming, this type of work yielded results that, in terms
of a taxonomic identification, did not always match the
results obtained by other methods. However, given the
variability in the biochemical and phenotypic traits of
enterococci, molecular based methods are essential for
reliable and fast identification. SDS-PAGE analysis of
whole-cell protein patterns is useful for clearly
discriminating a multitude of species of lactic acid
bacteria (Descheemaeker et al., 2000). It is equally
possible to differentiate and identify Enterococcus
species (Merquior et al, 1994). To clarify the
identification of our isolates, electrophoretic analysis of
the whole-cell protein profiles was performed. The
profiles generated are shown in Figure 2. The results
obtained show some discrepancies between results
obtained by conventional phenotypic, APl 20 STREP and
SDS page profiling. Merquior et al. (1994) used and
evaluated SDS-PAGE to identify reference, human,
animal and environmental strains of Enterococcus
species. They reported that each Enterococcus species
had a unique and distinguishable profile. However, the
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limit of SDS-PAGE of the whole-cell protein profiles is
that it requires several type of strains to clearly identify all
isolates, our study is limited to one type strain E. faecalis
ATCC 29212. Despite this it was found that 58% of
isolates identified by APl 20 STREP as E. faecalis were
confirmed by whole-cell protein profiling that they belong
to this species. The remaining 42% of isolates requires
the use of other reference strains. Application of the
whole-cell protein profiles analysis for enterococcal
characterization requires standardization of reference
banding patterns. In addition, a data bank of reference
protein profiles could be constructed with which the
protein profile of any unknown isolate could be
compared. Whole-cell protein electrophoresis has widely
been documented in numerous taxonomic and
identification studies to be a reference method for
species delineation because a high degree of similarity in
whole-cell protein content is a reflection of a high degree
of DNA homology, and therefore species identity
(Vandamme et al., 1996).

The precise differentiation of enterococcal species has
taken on additional importance because of the acquisition
of resistance traits among strains, especially resistance
to glycopeptides. To the best of our knowledge, this study
provides the first detailed analysis about the ecology of
antibiotic resistance and virulence in a variety of
enterococci isolated from fresh raw camel milk in North
Africa. The antibiotic susceptibility testing was performed
according to standard disc diffusion method (Kirby—Bauer
disc diffusion method) recommended by the Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI, 2014). Because of
the limitation of techniques used to evaluate the antibiotic
susceptibility, some studies have been conducted by Lee
and Chung (2015), Edelmann et al. (2007) and Dickert et
al. (1981) to determine the most appropriate method for
antibiotic susceptibility testing, and they concluded that
disk diffusion is still a valid technique and gives results
that are closely similar to other techniques. It is important
to develop an easy-to perform methodology that can be
routinely used in the laboratory, but careful consideration
regarding not only accuracy, but also cost and labor
intensiveness is required.

Enterococci are known to acquire antibiotic resistance
to most antibiotics used in clinical practice with relative
ease and capable of spreading those resistance genes to
other species (Kacmaz and Aksoy, 2005). The
occurrence of antibiotic resistance among dairy isolates
seems to vary somewhat between studies, and is often
strain- and region-dependent (Canzek et al., 2005), or
may differ according to the isolation method (Klein,
2003).

Our results of antibiotic susceptibility are summarized
in Table 1 and Figure 3. They showed that 26% of
enterococci isolates were resistant to one of these
antibiotics erythromycin (ERI), tetracycline (TET), and
rifampin (RIF). Teuber et al. (1999) found 64, 45 and 32%
of resistance to chloramphenicol, tetracycline and
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erythromycin, respectively, and they concluded that these
antibiotics are a major concern for dairy E. faecalis
isolates. Resistance to erythromycin as a representative
of the macrolide antibiotics is a matter of concern.
Although de Fatima Silva Lopes et al. (2005) have
determined that a high percentage of E. faecalis strains
(74%) were intermediary or resistant to erythromycin. In
Poland, Wioleta et al. (2012) reported a similar
prevalence of resistance to tetracycline (28.3% of
isolated strains) to our study.

The most widespread resistance among dairy
enterococci was tetracycline which was detected in
30.8% of the strains, this may be attributed to the
widespread use of these antibiotics in veterinary
practices (Pieniz et al., 2015). Huys et al. (2004) also
showed that a significant proportion of tetracycline
isolates exhibited co-resistance to erythromicin and/or
chloramphenicol, suggesting that the selection of
tetracycline genotypes may provide a suitable molecular
basis for the further selection of multiple resistances.
However, it should be noted that resistance to
tetracycline has little clinical importance as it is not a drug
of choice for the treatment of enterococcal infection. A
major concern is the emergence of vancomycin resistant
Enterococci (VRE). Vancomycin is considered as the last
resort antibiotic to treat serious infections due to resistant
Gram-positive bacteria, and given exclusively in a clinical
environment, when all others fail. (Naoual et al., 2010).

Several studies showed the occurrence of vancomycin-
resistant enterococci in food of animal origin, mainly in E.
faecalis and E. faecium species, although the isolation
frequency seems to be lower than in clinical samples
(Klein, 2003). In our case three (3) vancomycin resistant
enterococci (VRE) were found which represent 13% of all
isolated strains, two (S2, S19) were identified as E.
faecalis, and one (S5) was identified as E. faecium.
According to Morandi et al. (2006), testing antibiotic
susceptibility to vancomycin by disc diffusion method
provide similar results as growth in MRS broth containing
vancomycin.

Vancomycin resistance within dairy enterococci
remains controversial, though several papers indicate
very low or no presence of vanA and vanB resistance
genes in enterococci isolated from cheese (Jurkovic et
al., 2006). In another paper vanA gene was found in 37%
of the dairy enterococci examined which, however, were
all susceptible to vancomycin (Ribeiro et al., 2007). For
the first time in Egypt, E. faecalis and E. faecium
vancomycin-resistant strains were reported from food of
animal origin by Hammad et al. (2015), which is in
agreement with our finding.

The emergence of enterococci resistance to
glycopeptides, including vancomycin and teicoplanin, in
many of developed countries is attributed to a dual
development that included clinical overuse and cross-
resistance, following the use of avoparcin as an animal
growth promoter (Koluman et al.,, 2009). Although

enterococci are generally regarded as being intrinsically
resistant to low levels of gentamicin, a high-level
gentamicin resistance was detected in many dairy
isolates (Giraffa, 2003; Hummel et al., 2007). All strains
isolated in our study are susceptible to gentamicin. There
are a few studies that investigate the spread of antibiotic
resistance genes in camel’s milk and it is very surprising
to find vancomycin resistant Enterococci (VRE) in camel
milk, knowing that this animal survives in areas far from
the urban area. Camel pastoralists are nomadic, a matter
which may explain the presence of enterococci isolates
resistant to vancomycin, it is possible that these
pastoralists carry strains resistant to vancomycin, as they
are the only contact between urban centers and grazing
areas where camels located. Or enterococci isolated from
camel milk are intrinsically resistant to vancomycin. It is a
hypothesis that needs to be verified. A hypothesis that
could be confirmed by means of the additional molecular
studies that are under way at our laboratory.

Conclusion

Camel milk is a very rich ecosystem that needs to be
investigated. However, it has been long neglected, and
has not had the opportunity to be a subject of large scale
research. The results of the present study show that
analysis of soluble whole-cell proteins can be used to
discriminate between species of Enterococcus isolated
from camel milk that are usually hard to differentiate by
physiologic tests. Also there have been very few
systematic studies to investigate acquired antibiotic
resistance in enterococci of Camel’s milk origin. We were
surprised to discover in the camel milk the presence of
vancomycin resistant enterococci, something that is
scary. Fortunately, the incidence of penicillin, ampicillin
and gentamicin resistance for all isolated strains was low,
indicating that most of the strains tested did not acquire
resistance determinants for these antibiotics. These
results are about to be verified and validated by
molecular techniques.
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CARACTERISATION TECHNOLOGIQUE ET SANITAIRE DES
ENTEROCOQUES ISOLES A PARTIR DE LAIT DE CHAMELLE
DU SUD-OUEST ALGERIEN
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Abstract

Enterococe often considered as components of the intestinal flora of humans and
animals have received in recent years' considerable attention in medical bacteriology
because of their growing role in nosocomial infections. But, paradoxically, these bacteria have
contributed for centuries in food processing, and are considered as lactic acid bacteria
Enterococei isolated from camel milk (Camelus dromedarius) have never been subject to a
comprehensive study, which characterizes their technological and sanitary aspects. This led
us to adopt as an essential objective the study of the enterococci of camel's milk

A total of 123 isolates of enterococci were isolated from camel milk taken from
various sites in south-western of Algeria, specifically from the region of Bechar.

The results of the identification by AP| 20 STREP allowed us to group the isolates into
seven species: £ faecium B34 % (n=78), E galliranum 146 % [n=18), £ faecalis 11.4
[n=14), £ aviun 5.7 % [n=7), Aerococcus vinidans 241 % (n=3), Streptococcus uberis 1.6

[n=2), L lactis ssp lactis 0.8 % [n=1]). A second molecular method [ERIC-PCR) was used
to identify these isolates genotypically, by this method we could distinguish three distinct
phylogenetic groups. Two of which are well identified as £ fascium (52 isolates) and £ fascalis
(22 isolates), and the third group which is very heterogeneous Enterococcus spp requires
indepth analysis.

Technological characterization of the isolates showed that 61% of the selected
isolates had interesting technological performances, while 54.5% of these isolates contain
at least one virulence or resistance factor:

The phenotypic analysis of antibiotic resistance yielded 8%, 5%, 4%, 4%, 3%, 2%, 2
for penicillin, ampicillin, erythromycin, vancomycin, Tetracycline. gentamicin, and rifampicin,
respectively. Even though these rates are very low. it still raises a question about the origin
of this resistance, There were six multidrug-resistant isolates for more than two antibiotics
This finding was then verified by genotypic analysis using multiplex PCR. The vand, vanB and
vanCE-vanC3 genes were detected in 8, 7, and 12 of the 33 selected enterococai isolates,
respectively. None of the isolates contained the vanC7 gene.

The search for virulence factors resulted in 17 [65.4%) isolates from the selected
isclates possessing at least one virulence factor. It also appears that the genetic determinant
of virulence ass 7 with a frequency of 46% is the predominant factor among the five factors
studied, followed by gelf [42.3%), then A/ [30.8%), esp(15.4%), and at a lower frequency
cyA (7.7%)

Finally, camel milk enterococci show a certain diversity in their technological and
sanitary characteristics, fortunately these traits depend on the strain and not on the species
Nevertheless, vigilance and surveillance of antibiotic resistance are necessary, even if the
resistance is not significant, as it has been shown that enterococci have an extraordinary
ability to adapt and exchange genetic material by horizontal and vertical transfer

Keywords : Enterococci,, Camel milk., Antibiotic resistance., Virulence., Algeria

Les entérocoques souvent considérés comme des composants de la flore intestinale
des hurmains et des animaux ont recu ces derniéres années une attention considérable dans
la bactériologie médicale en raison de leur réle croissant dans les infections nosocomiales.
Mais, paradoxalement, ces bactéres ont contribué depuis des siecles a la transformation
des aliments, et sont considérées comme des bactéries lactiques. Les entérocoques isolés
du lait de chamelle [Camelus dromedarius] n'ont jamais été sujets d'une étude approfondie,
qui les caractérise du point de vue technologique et sanitaire. Ce qui nous a conduits a
adopter comme objectif essentiel I'etude des entérocoques de lait de chamelle.

Un total de 123 isolats d'entérocoques a été isolé a partir de lait de chamelle préleve
de différents sites dans le Sud-Ouest algérien, précisément la région de Bechar.

Les résultats de l'dentification par APl 20 STREP nous ont permis de regrouper les
isolats en sept espéces & savoir : £ fsecium 63,4 % (n=78), £ galiranum 146 % [n=18). £
faecals 114 % (n=14), £ avium 57 % (n=7). Asrococcus wirdans 241 % (n=3),
Streptococcus ubers 1.6 % [n=2), L. lactis ssp lsctis 0.8 % [n=1). Une deuxiéme méthode
moléculaire [ERIC-PCR] a été explotée pour identifier génotypiquement ces isolats, par cette
méthode nous avons pu distinguer trois groupes phylogénétiques distincts. Dont deux sont
bien identifiés en tant que £ faecium [52 isolats) et £ faecals [22 isolats), et le troisiéme
groupe Enterococcus spp trés hétérogéne, nécessite des analyses approfondies.

La caractérisation technologique des isolats a montré que B1 des isolats
sélectionnés avaient des performances technologiques intérassantes, tandis que 54,5 % de
ces isolats contiennent au moins un facteur de virulence ou de résistance

L'analyse phénotypique de la résistance aux antibiotiques a donné les taux suivants
B %, 5%, 4 %, 4 %, 3 %, 2 %, 2 % pour la pénicilling, l'ampiciline, 'érythromycine, la
vancomycing, la tétracycline, la gentamicine, et la rifampicine respectivement. En dépit que
ces taux soient tres faibles, mais ca pose toujours une guestion sur l'origine de cette
résistance. Comme on a observé la présence de six isolats multirésistantes a plus de deux
anubiotiques. Cette constatation a été ensuite vérifiée par une analyse génotypique en
utilisant une PCR multiplex. Les génes wand vanB et vanCfwvanC3 ont été détectés
respectivement dans B, 7, et 12 des 33 isolats dentérocoques sélectionnés. Aucun des
isolats ne contanait le géne vanC'7T

La recherche des facteurs de virulence a abouti 3 ce que 17 (65,4 %] isolats parmi
les isolats sélectionneés possédent au moins un facteur de virulence. |l semble aussi que le
déterminant génétique de virulence asa? avec une fréquence de 46 % soit le facteur
prédominant parmi les cing facteurs étudiés.. suivi par le facteur gelE (42,3 %), puis Ap[30,8

t). esp(15.4 %), et d'une moindre fréquence cyld (7.7 %)

Enfin, les entérocoques de lait de chamelle présentent une certaine diversité dans
leurs caracténistiques technologiques et sanitaires, heureusement ces traits dépendent de
la souche et pas de l'espéce. Néanmoins, une wigilance et une surveillance de la résistance
aux antibiotiques sont nécessaires, méme si la résistance n'est pas significative, car il a été
prouvé que les entérocoques ont une capacité extraordinaire & s'adapter et échanger du
matériel génétique par transfert horizontal et vertical,

Mots clés: Entérocoques, Lait de chamelle, Antibiorésistance, Virulence, Algérie
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