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A. INTRODUCTION 

Dans ce travail, nous nous proposons d'étudier le groupe (les 

colifornies dans la microflore fécale du veau nouveau-né, dans une 

ferme d'élevage de la région de Tlemcen. Parmi les nombreuses études 

réalisées de par le monde, nous avons jugé utile d'effectuer ce travail 

dans la mesure où il n'a pas encore été réalisé en Algérie. Précisons 

que depuis les recherches de pionniers tel Fissier en 1905, l'inventaire 

des bactéries intestinales a progressé considérablement niais est loin 

d'être achevé. Il y a lieu d  signaler qu'en plus de l'intérêt 

fondamental de connaissance du groupe dans son installation, son 

évolution chez le veau nouveau-né, il y a l'aspect infectieux (le 

l'espèce [scherichia cou, incriminée dans la colibacillose et la 

septicémie du jeune animal, dont l'impact n'a pas encore été évalué 

avec précision dans notre pays. Ces études ont débouché en Europe, 

d'une part, à une bonne connaissance (les souches impliquées dans 

chaque région et à l'évaluation (les pertes économiques dues à ces 

affections, et (l'autre part à la mise au point de méthodes de lutte 

efficace par l'élaboration d'autovaccins à partir de souches 

sélectionnées localement (Clii k hi. 1978), ou de vaccins types à partir 

de souches cataloguées comme fréquentes. 

Nous devons 	signaler aussi 	que 	ce 	travail 	fut 	entamé 

parallèlement à un autre, concernant l'installation du même groupe (le 

microorganismes chez le nouveau-né humain pour pouvoir faire une 

comparaison aussi bien dans les conditions d'installation (les souches, 

des types (le souches dominants et de leur évolution dans le temps, en 

fonction (les conditions physiologiques. 

Le suivi, concernera également l'antibiorésistance pour savoir si 

les phénotypes rencontrés au niveau (l'une même région sont les 

mêmes.  
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Ce travail constitue une contribution dans l'étude cl 	la 

microflore du tube digestif même si les travaux ailleurs sont nombreux 

et variés. Dans ce but, nous essaierons: 

I. de déterminer le moment de l'apparition de cette microflore à 

la naissance et son évolution quantitative et qualitative dans 

le temps jusqu'à la sixième semaine. 

2. de rechercher les souches dominantes dans le temps en 

fonction de l'âge et des conditions (le l'animal. 

3. de savoir si 	les veaux ont (les 	types 	particuliers 	de 

colibacilles, par rapport à l'humain notamment cii recherchant 

certains facteurs tels que les Itéinolysines et les colicines, en 

particulier la présence (le colicines V réputées être un facteur 

(le virulence. 

4. nous étudierons enfin l'aiitibioiésistancc des souches pour des 

raisons épidémiologiques et tenterons de savoir par des 

expériences de conjugaison et d'isolement (les plasmides si le 

support est plasmidiquc. Le sérotypage des souches ne sera 

pas entrepris en raison (le la grande variété (les sérogroupes 

de colibacilles rencontrés chez les bovins et la nécessité (le 

disposer de sérums correspondants. 

3 
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B. GENERALITES 

I. (:ARACTERES GENEKAUX E'I' CLASSIFICATION DES 

ENTEROBACTERIACEAE: NOTION DE COLIFORMES. 

La famille des Entérobactériaccac regroupe des bacilles à Gram 

négatif de 2 à 3 pin de long et 0.6 tm de diamètre, non sporulés, 

présentant une ciliature péritriche lorsqu'ils sont mobiles, aérobies 

anaérobies facultatifs, cultivant sur les milieux ordinaires à base 

d'extraits de viande, fermentant le glucose, réduisant les nitrates en 

nitrites généralement, possédant une catalase mais donnant toujours 

une réaction négative de l'oxydase. Le nom donné à cette famille fait 

allusion aux liens étroits que beaucoup de ses membres ont avec le 

tube digestif de l'homme et des vertébrés supérieurs. Mais cette 

localisation n'est pas exclusive, on peut isoler les Entérobactéries du 

sol et de l'environnement pollué par des excréments. Les végétaux 

représentent le gîte habituel de certaines espèces qui peuvent parfois 

devenir phytopathogènes. Ainsi les genres Erwi nia ou Enterobacter 

peuvent être à l'origine dc pathologies végétales telles que le "feu 

bactérien" des Rosaceac. De ce fait, la protection des végétaux peut 

faire appel aux antibiotiques, COC cela est pratiqué en médecine 

humaine et vétérinaire (Martel, 1986). 

Dans 	la 	9iègqlc 	édition 	(le 	I3ERGEY 	en 	1984, 	les 

Entérobactériaccac sont représentés par 20 genres, 14 genres étant 

reconnus et ô autres genres nouvellement admis dans la famille, tel 

que le tableau n°1 le résume. 

Parmi les Entérobactérics, selon I3REED et NORTON in CIIIKIII 

(1978), le groupe des coliformes s'individualise par sa capacité de 

fermenter le lactose à 30 oc, avec production de gaz, en moins de 48 

heures. Les principaux genres du groupe peuvent être d'origine fécale 

ou non. Ce sont essentiellement les genres Eschcrichia, Entérobacter, 

Citrobacter et Klebsiella. 
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Tableau n° 1. Classification des Entérobactériaccal 

sur la base (le caractères biochimiques. 

D'après BERG EV' S MA N U A L, 9IflIC  édition (1984). 

GENRES ESPECES 

- Eschcrichia cou 

- Escherichia adecarboxylata 
1scIierichia 

- Eseherichia blattae 

- Escherichia coli inactive 

Shigella - 4 espèces 

Salmonella - 9 espèces 

- Citrobacter amalonaticus 

Citrobacter - Citrobacter diversus 

- citobacter freundii 

Kiebsiella - Kiebsiella oxytoca 

- Kiebsiella p. subsp. ozaenae 

- Kiebsiella p. subsp. rhinoscleromatis 

- Kiebsiella p. subsp. piieumoniae 

- Enterobacter aerogcnes 

- Enterobacter aggiomerans 

- Enterohacter cloacac 
Enterohacter 

- Enterobacter gergoviae 

- Enterobacter intermedium 

- Enterobacter sakazakii 

Serratia - 7 espèces 

Hafnia - I espèce 

Edwardsiella - 4 espèces 

Proteus - 3 espèces 

Providencia - 3 espèces 

Morganella - I espèce 

Yersinia - 7espèces 

6 genres à affiliation incertaine 
IL- 
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Il. LE VEAU NOUVEAU-NE: NOTION DE PERIODE 

NEONATALE. 

- 	 La naissance est un phénomène relativement court pendant lequel 

le jeune mammifère passe par le col utérin de la mère. Au cours de 

- cette expulsion, la relation entre la mère et le foetus est interrompue 

du fait de la compression du cordon ombilical: les fonctions vitales 

essentielles qui étaient assurées par la mère doivent être 

instantanément assumées par le jeune. Le veau nouveau-né présente à 

cet égard un degré de maturité assez élevé pour s'adapter à son 

nouveau milieu extra-utérin (MARTEL, 1986). 

III. ORIGINE DES ENTEROBACTERIES DU TUBE DIGESTIF 

- 	 DU NOUVEAU-NE. 

Parmi les Entérobactéries, E. coli est sans conteste, le 

inicroorganisme qui a suscité le plus de recherches dans ce domaine, 

probablement en raison de sa large répartition chez de nombreux 

animaux nouveau-nés, mais aussi du l'ait du caractère pathogène de 

certaines souches, et de sa culture facic (KORI-IONEN et cou., 1985; 

- 	 CONTREPOIS, 1988; CERF, 1989.) 

La plupart des E. coli entéropathogènes rencontrés chez le veau, 

sont fréquemment multirésistantes aux principales familles 

d'antibiotiques, (MARTEL et coll., 1981; GUILLOT et LAFONT, 

1983), d'où l'intérêt d'utiliser cette antibiorésistance comme marqueur 

- 	 pour analyser la relation mère-veau (BRUNEL, 1991). 

Dans les conditions normales de naissance, au cours des 

- 	 premières 24 à 48 heures de vie, le veau posséderait une forte 

population de colibacilles antibiorésistants. Le plus souvent, les 

- 	 spectres observés sont variés et rappellent ceux rencontrés dans les 

fèces de la mère; les naissances gémellaires confortent également ces 

- 	 observations. En revanche lors de la naissance par césarienne, on 

observe généralement un retard dans l'implantation d'E. coli de 24 à 

- 	 48 heures (GUILLOT et col!., 1987). 
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Afin d'évaluer la transmission d 	souches ont éropathogènes 

mère-veau, des vaches gestantes ont été inoculées per os avec la même 

souche d'E. Coli K99 Nal selon trois modalités différentes: 16 jours. 

26 heures et 4 heures avant le vêlage. Dans la plupart des cas, les 

colibacilles entéropathogèncs ont été retrouvés en position dominante 

dans les fèces des veaux de nouveau-nés (MOULIN et coll., 1984). 

L'utilisation de l'antibiorésistance, comme marqueur épidémiologique a 

aussi permis de préciser, comme chez l'enfant, la place prépondérante 

(le la transmission mère-veau dans la colonisation du veau nouveau-né 

par le E. Cou. Cependant, les auteurs soulignent également, là aussi, 

l'importance de l'environnement, en particulier le niveau hygiénique de 

l'exploitation (pérennité des souches pathogènes), et de la 

transmission d'animal à animal, aussi bien de vache à vache que de 

veau à veau (GUILLOT et coll., 1987). 

IV. IiiPLANi'A'I'ION DE LA FLORE DIGESTIVE DU VEAU 

NOUVEAU - NE.  

Comme la plupart des animaux, le veau naît normalement 

axénique, c'est à dire, n'hébergeant aucune bactérie, excepté lors 

d'infections (le la mère. Cette situation est très éphémère, car il entre 

en contact avec diverses flores dés la rupture des membranes foetales: 

microflorcs du vagin puis (les fèces (le la mère (MOULIN et coll., 

1984). 

Dans l'écosystème endogène constitué par l'animal 	et 	la 

microflore qui s'implante très rapidcmcnt, s'établit un équilibre aux 

composantes nombreuses. 

Le rôle des bactéries du tube digestif' Peut être: 

- favorable à l'hôte: 

• influence sur l'anatomie du tube digestif 

• intervention dans la physiologie digestive 

• rôle protecteur par l'effet de barrière" 
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- défavorable: 

• en détournant des facteurs essentiels à l'hôte 

• en produisant des toxines ou des métabolites qui peuvent 

altérer la muqueuse intestinale et perturber son fonctionnement. 

1. Evoluton dans le temps. 

Dans le tube digestif, stérile et dépourvu de toute immunité à la 

naissance, le développement des Entérobactéries commence très 

rapidement et atteint dès le premier jour sa valeur maximale. Les 

numérations bactériennes effectuées dans les fèces de veaux de 24 

heures révèlent régulièrement des taux de 108  à IO' bactéries par 

gramme (CON1'REPOIS et GOUET, 1973; 1977). Cependant les 

souches qui s'établissent les premières, rie persistent pas forcément en 

position dominante dans la microflore. On assiste pendant les premiers 

jours de vie de l'animal à de profonds remaniements. Des associations 

bactériennes séquentielles s'établissent: les germes aero-anaérobies (E. 

col i) et les anaérobies aérotolérants (streptocoques) s'implantent en 

premier lieu. Leur métabolisme entraîne un abaissement du potentiel 

d'oxydoréduction (ru) favorable à l'implantation secondaire de 

bactéries anaérobies strictes: Clost ridiuni, Bactéroïdes, 

Bifidobactérium et Fusobactérium principalement chez le veau 

(CONI'REPOIS et GOUET, 1977 1  GOUET et coll., 1980). 

Absentes, ou à niveau faible jusqu'à l'iléon, ces bactéries 

anaérobies strictes atteignent 10 à 101o  par gramme dans le colon à 

partir du deuxième jour de la vie. 

2. Répartition de la microflore chez les polygastriques dans 

les différents compartiments (lu tube digestif. 

Les observations recueillies tendent à montrer que la place n'est 

pas définitivement réservée aux premiers occupants niais plutôt à ceux 

qui seraient le mieux adaptés au milieu dans lequel ils se trouvent. 
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L'implantation ne se ferait pas au hasard mais résulterait d'une étroite 

adaptation des micro-organismes aux divers biotopes constitués dans 

les différents segments du tube digestif représentant autant de niches 

écologiques différentes. 

Chez le veau sain, Lactobacillus acidobacillus et Lactobacillus 

fer nie nti s'implantent dans la caillette à environ 105  à  106 

bactéries/gramme de contenu stomacal, et dans le jéjunu ni. Dans cc 

dernier ils dominent nettement les streptocoques qui sont présents à 

10' bactéries/granimc environ. Au delà de ce segment, probablement 

en raison (le l'augmentation du pli, les Streptocoques atteignent des 

niveaux comparables à ceux de Lactobacilles. Les colibacilles sont 

souvent inhibés par les pli trop acides et sont généralement absents 

dans la caillette, le duodénum et le jéjunum où il ne dépassent pas 

quelques milliers par gramme quand ils s'y trouvent. Ils apparaissent 

nettement à partir (le l'iléon à un niveau de 10 à 108 

bactéries/gramme. C'est dans le caecum et le colon qu'ils atteignent le 

niveau le plus élevé 10 9  hactéries/granime et parfois plus dés le 

premier jour de la vie du veau (GOUET et cofl., 1980). 

3. Mécanismes influençant l'implantation (le la flore 

intestinale 

a. Mécanismes liés a l'hôte 

L'hôte agit sur La microflore qu'il héberge grâce à un certain 

nombre (le mécanismes tels que les rapportent CONTREPOIS et 

GOUET en 1977: 

1. Les constituants chimiciu 

	

Divers 	constituants 	chimiques 	exercent 	certainement 	une 

influence mais les di ITi cuités de manipulation des animaux axéniques 

expliquent que les connaissances restent limitées dans cc domaine. 

Ainsi, les sels biliaires, dont le rôle inhibiteur, voire lytique, est bien 
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connu in vitro peuvent avoir des effets sélectifs qui restent obscurs 

encore dans l'intestin grêle. 

a.2. Le mucus. 

Le mucus, (lui  semble jouer normalement un rôle de barrière et 

de véhicule assurant, en association avec la motricité intestinale, le 

nettoyage de l'intestin grêle peut être également le siège d'une flore 

spécifique dans certaines zones, voire être envahi par certaines 

bactéries pathogènes. 

a.3. La motricité intestinale. 

La motricité intestinale contribue largement à la distribution  des 

bactéries dans le tube digestif. Le péristaltisme très actif des portions 

antérieures de l'intestin grêle assure un balayage de la microflore qui 

demeure peu abondante dans les conditions physiologiques normales 

jusqu'au caecum. Vers la valvule iléo-caecale, la stase se traduit par 

une augmentation considérable de la flore. Le colostrum interviendrait 

à ce niveau grâce à ses propriétés laxatives selon DARDILLAT et 

coll., 1977. 

a.4. Les mécanismes immunitaires. 

Absent dans l'estomac, un système immunitaire local très 

développé surtout par les IGA existe du pylore à l'anus. ('liez le 

nouveau-né le système est inimuinologiquernent compétent, mais 

n'ayant pas été normalement soumis aux stimulations par les antigènes 

bactériens, il ne peut jouer titi  rôle immédiat lors de la première 

colonisation du tube digestif. On conçoit l'importance à ce moment là, 

de l'apport d'une immunité passive d'origine colostrale à action locale 

immédiate pour le contrôle de l'implantation de la flore. 



b. Mécanismes liés 'i l'environnement 

L'environnement 	au 	sens 	large 	constitue 	la 	source des 

microorganismes qui vont coloniser le tube digestif. Le respect très 

strict des règles d'hygiène au moment du vêlage et dans les jours qui 

suivent doit permettre de maîtriser la nature et la quantité (les 

microorganismes que le veau ingère à l'occasion du léchage de sa mère 

et des objets qui l'entourent, lors de la respiration et surtout (le la 

prise des aliments.  

b.1. Les aliments. 

La nature (le l'aliment joue vraisemblablement un rôle très 

important comme cela a été observé chez le nourrisson. L'allaitement 

maternel provoque l'apparition d'une flore anaérobie stricte alors que 

l'allaitement artificiel laisserait apparaître surtout des lactobacilles et 

des streptocoques selon GIJILLOT et 1,AFONT (1983). 

b.2. Les antibiotiques. 

L'effet des antibiotiques utilisés soit comme suppléments soit en 

thérapeutique est évidemment très important et la tendance assez 

générale des bactéries à résister aux antibactériens est un phénomène 

complexe qui n'a cessé d'évoluer depuis que l'on utilise ces 

substances. GUILLOT et cou. (1983) distinguent la pression de 

sélection globale correspondant à l'utilisation (les antibiotiques au 

niveau (l'un pays et d'un type de production, et la pression plus 

spécifique liée à une pathologie et exercée par la prophylaxie ou la 

thérapeutique. Cette pression de sélection s'exerce sur la flore 

antibiorésistante dans l'élevage que les veaux acquièrent dans les 

heures qui suivent la naissance (ESCOtJIA et coll., 1984). 



V. LA RESISTANCE AUX ANTIBIOTIQUES 

Avec la découverte des antibiotiques, les méthodes de lutte 

contre les maladies infectieuses ont nettement évolué. Les 

antibiotiques ont ainsi fortement contribué à l'amélioration de la santé 

de l'homme et de l'animal et à l'évolution économique des élevages. 

Mais, après l'utilisation croissante dont ils ont été l'objet dès le début 

des années 50, des effets indésirables sont apparus. Les antibiotiques 

se sont d'une part révélés toxiques à forte dose ou lors d'utilisation 

prolongée, et d'autre part, les bactéries habituellement sensibles sont 

devenues résistantes aux antibiotiques fréquemment utilisés. 

Les infections déclenchées par les bactéries pathogènes sont plus 

difficiles à juguler, nécessitant l'augmentation des doses, la 

prolongation de la durée des traitements, le recours éventuel à des 

molécules plus récentes, autant de facteurs qui accroissent le coût des 

traitements. De plus, les phénomènes de résistance nécessitent la 

synthèse de molécules nouvelles chimiquement plus élaborées et là 

encore plus coûteuses. 

L'utilisation 	généralisée 	des 	antibiotiques 	aussi 	bien 	en 

thérapeutique qu'en prophylaxie s'est simultanément traduite par une 

proportion croissante de bactéries saprophytes résistantes au sein des 

différentes flores commensales de l'homme et des animaux. 

1. Définition de l'antibiorésistance 

Une bactérie résiste à un antibiotique lorsqu'une modification de 

son capital génétique lui permet de croître en présence d'une 

concentration significativement plus élevée de cet antibiotique. 

(CHABBERT; 1973). Seule, une partie des bactéries présentant une 

résistance génétique ainsi définie est susceptible d'échapper à la 

thérapeutique et rentre dans la catégorie de la résistance "clinique". 
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2. Mécanismes de la résistance aux antibiotiques 

Le déterminisme génétique de la résistance est localisé tel que 

l'indique le tableau n° 2: 

a. Au niveau du chromosome bactérien. 

La résistance chromosomique peut être acquise par mutation 

correspondant à la modification ou à la perte d'un gêne, survenant au 

hasard pendant la réplication du chromosome. 

C'est un phénomène rare et cette mutation peut altérer 

l'information génétique endogène et modifier les protéines de la 

bactérie entraînant une modification de la perméabilité ou de l'affinité 

(le l'antibiotique pour sa cible d'action 

- par transduction, 

- par transformation, 

- par conjugaison. 

b. Au niveau de plasmides ou transposons. 

Information génétique exogène acquise le plus souvent par 

conjugaison chez les Entérobactéries. Cette information entraîne la 

synthèse de protéines nouvelles pouvant inactiver l'antibiotique ou se 

substituer à sa cible naturelle. 

Les plasmides bactériens sont par ailleurs le support d'une large 

variété de caractères qui confèrent à la bactérie hôte une grande 

souplesse génétique (SORIN et PANISSET, 1980). En pathologie 

infectieuse, les plasmides les plus étudiés sont ceux qui confèrent la 

résistance aux antibiotiques (plasmides ou facteurs R) mais également 

(les facteurs de pathogénicité (entérotoxines, adhésines, aérobactines), 

la sensibilité aux pliages et aux bactériocines, des caractères 

métaboliques nouveaux (par exemple, la fermentation du lactose chez 

salmonella ou la production d'une uréase chez L coli). 
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Tableau 11°2: RSLIIIIé des mécanismes biochimiques de 

l'ant il) iorésistance (Richard, 1986). 

Support  
Antibiotiques Mécanisiiies 

G e n e ti 1 u e 

P lactamines Chromosome 
3 lactamase 

(Ampicilline) et Plasmides 

Ami n o si d e 
Modification du site d'action (30S) Chromosome 

(Streptomycine 

Acétyl transférases 
K ana ni y ci n e 

Phospho Transférases Plasniide 

Gentamycine) nucleotidyl 

Perte de perméabilité 
Chlorampliciiicol Chromosoiiie 

Il y (I ro I as e - R éd u c tas e 

Acétyl transférase Plasmide 

Tétracycline Perte de perméabilité Plasmide 

Macrolides et Modification de la cible (50S) Chromosome 

Méthylase Plasmide apparentés 

Modification de la cible Plasmide 

1-lyperproduction 

Sull'ainid es Diminution de l'affinité pour Chromosome 

l'enzyme de synthèse (DI-IPS) 
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Depuis leur découverte au Japon en 1959 selon WA'FANABE 

(1963), il est clairement établi que les plasmides R sont responsables 

de la grande majorité des résistances observées chez les 

Entérobactériaceac. Le tableau n° 3 indique la liste, relativement 

limitée, des antibiotiques pour lesquels aucune résistance plasmidiquc 

n'a été détectée. En outre, les plasmides peuvent conférer, par 

transfert interspécifique et intergénérique, la résistance à un ou 

plusieurs antibiotiques appartenant â des familles différentes: on parle 

de résistance multiple et infectieuse. De ce point de vue les plasmides 

R des Entérobactéries peuvent être divisés en deux groupes selon 

COIJRVALIN et cou. (1985). 

b.1 Les plasmides conjuqatifs ou autotransmissibies. 

Codant pour les fonctions nécessaires à leur transfert. Ces 

plasmides ont une taille supérieure à 30 kb, mais sont souvent de 

l'ordre de 90 kb; leur transfert est généralement réprimé et ne 

s'observe qu'avec une fréquence de l'ordre (le 10 4  par donneur. 

b.2 Les plasmides non conjuqatifs. 

De taille inférieure, (l'un poids moléculaire variant de I à 70 kt), 

mais fréquemment de l'ordre de 7 à 10 kt), codant rarement pour la 

résistance à plus (le deux familles d'antibiotiques. Ces plasmides ne 

peuvent être transférés qu'après mobilisation par un plasmide 

conjugatif présent dans la même cellule. 

I,cs gênes de résistance peuvent être portés pal des séquences 

d'ADN de petite taille (transposons de 2,5 à 20 kb), capables de se 

transposer (l'un réplicon à l'autre grâce à la possession (l'information 

pour les enzymes impliquées dans le mécanisme de la transposition 

(transposase, résolvase) et de la régulation; cc sont donc des gènes 

capables de "sauter" de plasmide à plasmide, de chromosome â 
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Tableau 1103:  Antibiotiques vis à vis desquels aucune résistance 

plasmidique n'a été détectée ( d'aprés Courvalin et col!., 1985). 

Familles Antibiotiques 

bacitracine 

Polypeptides colistine 

po!ylnyxine B 

acide nalidixique 

acide oxolinique 

Quinolones acide piromidique 

fluméquine 

acide pipémidique 

fu raz o li d on e 

Nitrofuranes furaltadone 

nit r o fu ra z o n e 

n ovo b io ci n e 

Divers rifampicine 

van c o ni y ci n e 
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chromosome et de plasmide à chromosome. Ce phénomène participe à 

la dissèmination de la résistance aux antibiotiques (MIL et cou., 

1975; POIIL et cou., 1977). 

La transposition peut s'effectuer sur tous les réplicons sans 

nécessiter d'homologie entre les ADN qui interagissent, d'où la 

présence de caractères de résistance identiques sur des plasmides non 

apparentés. Pour un replicon donné, la transposition peut s'effectuer 

en divers endroits mais il existe des zones priviligiées. Lorsque le 

transposon s'intègre dans le chromosome bactérien, il devient partie 

du patrimoine héréditaire de la bactérie et se transmet de façon stable 

à sa descendance (POJIL cl TIIOMAS. 1977). 

En conclusion, la transposition et le transfert plasmidique 

entraînent une réplication de l'information génétique: le donneur et le 

receveur se retrouvent chacun en possession d'une copie de 

l'information qui devient héréditaire. Il s'agit donc de moyens très 

efficaces de dissémination de la résistance ([.AFONT, 1984; ARMA 

GAIJR et coll., 1992; KAREN et coll., 1995). 

3. tvolution de l'antibiorésistnnce 

Entre 1950 et 1956, on notait l'apparition, suivant l'usage 

thérapeutique, de la résistance aux pénicillines, aux tétracyclines, à la 

néomycine et à la furazolidone chez les colibacilles responsables 

d'entérites chez le veau (SINKOVICZ, 1974). En Belgique, chez les 

colibacilles isolés de septicémies dc veaux (le 1967 à 1971, POIIL et 

col!. en 1972 observent une augmentation de !'antibiorésistance avec 

une tendance à la multirésistance. 

En 1981, MARTEL en France, dans une enquête portant sur les 

colibacilles entéropathogènes, observa également l'importance de la 

résistance aux antibiotiques chez ces bactéries. En Angleterre, pour 

les colibacilles d'origine animale, JACKSON (1981), montre une 

fréquence élevée de résistances aux principales familles d'antibiotiques 

et les différences existantes suivant l'origine animale. 
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VI. LES PATHOLOGIES COLIBACIILAIRES 

Eschcrichia cou, hôte normal (le l'intestin, est associé à (le 

nombreuses pathologies intestinales et extra-intestinales, tant chez 

l'homme que chez les animaux domestiques (GERMANI et coll., 1985; 

PO1lL et cou., 1987; DE13ROY et cou., 1994; KUDVA et cou., 1995). 

Au cours des dix dernières années, les travaux de recherche ont 

essentiellement porté sur les souches dites entérotoxinogènes (ETEC) 

qui sont productrices d'une entérotoxine et d'adhésines permettant la 

colonisation sélective de l'intestin grêle des animaux (ROBERTSON, 

1988; JALLAT et coll., 1994; THOMAS et cou., 1994). En 1)1S  des 

entérotoxi nes, d'autres facteurs (le virulence sont également très 

étudiés. il s'agit des colicines, en particulier la Colicine V 

(FREDERICQ, 1957; PATTUS et coll., 1990), des hémolysines, des 

adhésines, les sidérophores (CONTREPOIS et colI., 1986; GUTH et 

cou., 1994; MOI-IAMED OUSSAID et coll., 1994). 

1. Les h éinolvsin es 

a. Présentation 

Certaines souches CE. coli sont capables de produire une 

hémolysine identifiable par le halo d'hémolyse produit autour des 

colonies cultivées sur gélose au sang. En médecine vétérinaire, le rôle 

pathogène des souchcshéinolytiqucs d'E. coli a été assez peu étudié, 

tant sur le plan épidemiologique que sur le plan pathogénique, et ceci 

malgré les travaux pionniers de SMISI (1963) sur des souches 

d'origine animale. Les données générales sur le rôle de l'hémolysine 

dans la virulence des souches productrices et sur son déterminisme 

génétique méritent d'être rappelées ici dans la mesure où elles peuvent 

s'appliquer à la pathologie vétérinaire. il existe plusieurs revues 

bibliographiques assez récentes sur l'hémolysine CE. coli et son rôle 

dans la virulence (CAVALIERI et cofl., 1984; IIACKER et IIUGIIES, 

1985; CIIAKRAI3ORI'Y et coll., 1987) 
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b. Déterminisme génétique 

La production d'hémolysinc de type P (hly) par E. coli de nature 

plasmidiquc est sous la dépendance d'un groupe de 4 gènes de 

structure désignés hlyC, hlyA, hlyB, hIyD. Les gènes iIlyA et hlyC 

codent pour la synthèse de I'hémolysinc activée tandis que les produits 

des gènes 13 et I) seraient responsables de la sécrétion de l'hémolvsinc 

clatis le milieu extérieur (LIACKER et HUGHES, 1985). 

c. Association avec la pathologie. 

Ce caractère qui n'est pas recherché systématiquement n'a pas la 

même importance selon l'animal considéré. SMITH en 1963 avait 

évalué l'incidence des colibacilles hémolytiques dans les fécès de 

bovins, porcs, moutons et poulets à respectivement 76, 63, 53 et 0%, 

ce qui montre que ces souches sont fréquemment excrétées chez les 3 

premières de ces espèces. Ultérieurement, on a observé que chez le 

porc, les souches entérotoxinogènes et celles associées à la maladie de 

l'oedème étaient fréquemment hémolytiques (SMITII et LINGGOOD, 

1971; LECCE et coll., 1982). 11 faut penser que ce facteur à lui seul 

chez le porc n'est pas significatif selon CFIIKII 1. Plus récemment, 

l'association du caractère hémolytique avec la production CNF 1  a été 

mise en évidence dans les souches isolées de fécès de veaux 

diarrhéiques (DE RYCKE et coll.. 1987). Enfin le caractère 

hémolytique semble aussi associé aux souches uropathogènes du chien, 

comme chez l'homme . En effet, sur 17 souches responsables 

d'infection urinaire chez le chien GARCIA et coll. (1988) aux Pays-bas 

notent (]UC 13 sont hémolytiques. 
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d. Role de l'hémolysine dans la virulence des souches 

productrices.  

D'après certains auteurs, les SOUCheS entérotoxinogènes de porcs 

(entérotoxines LT ou STa) ainsi que les souches responsables de la 

maladie de l'oedème sont fréquemment hémolytiques. Cependant, 

l'hémolysine ne semble pas être à l'origine des troubles observés dans 

ces 2 types de pathologies, ainsi que le démontrent les infections ou 

intoxications expérimentales (le SMITI! et l.ING000D (1971) et (le 

KIJRTZ et SHORT (1976). 

En 	revanche 	il 	existe 	de 	nombreuses 	démonstrations 

expérimentales du rôle de l'hémol ysi ne dans la virulence extra-

intestinale des souches productrices dans des modèles de laboratoire 

utilisant la souris et le rat (CAVALIERE et coll., 1984). Les premières 

expériences mettaient à profit le déterminisme plasmidique de 

l'hémolysinc dans certaines souches sauvages. Le transfert de ces 

plasmides par conjugaison conférait dans certains cas un surcroît de 

virulence aux souches réceptrices, notamment dans leur aptitude à 

coloniser le rein après injection par voie parentérale (VAN DEN 

BOGI-1 et col!., 1981; LINGGOOD et INGRAM, 1982, WAALWIJK et 

coll., 1982) in DE RYCKE 1991. Dans (I'autres cas, le transfert de 

plasmides Hly a été sans effet sur la virulence (SMI1'FI et HALLS, 

1967). Ces expériences, même quand elles sont concluantes quant à la 

contribution du plasmide dans la virulence, ne démontrent pas 

formellement le rôle de l'hémolysine. 

2. Les colicities 

Les colicines sont des bactériocines, de nature protéique, douées 

d'activité antibiotique, détruisant d'autres bactéries telles que 

Salmonella, Shigella ou même d'autres colibacilles (LE MINOR, 

1984). Parmi les colicines souvent décrites, on peut citer les colicines 

V, A, B, la, [b, K. N et E I (PATTVS et coll. , 1990). Comme les 
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facteurs F, les facteurs C'olicinogèncs étaient décrits avant d'âtre 

reconnus comme étant codés par des molécules d'ADN 

extrachromosomiques (FREDERJCQ, 1957). La colicine V a été la 

première décrite en 1925 par GRATIA, chez les coliformes; elle cause 

une lyse cellulaire analogue à celle des bactériophages. Les 

colibacilles produisant la colicine V, cii plus du faitqu'ils soient 

généralement isolés des pathologies extraintestinales humaines 

(MILCFI et colt., 1984), ou animales (SMITH, 1974), il est établi que 

la col V n'est pas directement impliquée dans le pouvoir pathogène 

(CE-IERIFI et colt., 1990; CHERIFI, 1991). 

Les travaux de ces dernières années ont démontré que le gêne 

col V pouvait être porté par des plasmides (VIRGINIA et cou., 1991), 

en association avec des gènes de virulence codant pour la production 

de Sidérophores (WILLIAMS, 1979; ALBRECHT BINDEREIF et colt., 

1982), la résistance aux effets bactéricides du sérum (BINNS et col!., 

1982), des facteurs de colonisation de l'intestin (CONTREPOIS et 

col!., 1986; MOEl AM ED OUSSA ID, 1994), des propriétés hydrophobes 

rendant les bactéries auto-agglutinantes et de ce l'ait résistantes à la 

phagocytose (ROWBLJRY et cou., 1985) in CONTREPO1S et col!., 

(1986). Enfin ces plasmides codant pour la col V font partie d'un 

groupe hétérogène (le grands plasmides appartenant au groupe 

d'incompatibilité Iricfl (VI RGINIA et colt., 1991). 
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C.  ETUDE EXPERIMENTALE 

I. PRELEVEMENT 

1. Matériel utilisé 

- Boites de Pétri. 

- Ecouvillons. 

- Glacière. 

Remarque: tout Je matériel utilisé est stérile. 

2. Nature et lieu des prélèvements 

Nous avons effectué des prélèvements de matières fécales dans 

la ferme d'Etat "Ilammadouche" située à Sa!' Saf, à 10 kilomètres 

environ à l'est de Tlemcen, sur une période de 6 mois s'étendant de 

Janvier à Juin 1991. 

Les prélèvements systématiques ont été effectués chez 6 veaux 

nés pendant cette période. 

Pour des raisons de commodité, nous les avons numèrotés de V 1  

à V. 1)cs lettres que nous conserverons dans la suite du travail ont 

servi à distinguer les différents prélevement s. 

Nous les avons réalisés avec le souci de suivre l'installation et 

l'évolution des coliformes jusqu'au 45'jour, quand eclà a été possible. 

Ces prélèvements, ont été appelés a, b, C, d, exemple pour le veau I 

V i a, V 1 b, V i e... 

Ils ont été en moyenne de 10 par veau tel que le montre le 

Tableau n° 4a. 

3. Technique de prélèvement 

Les prélèvements de matières fécales sont recucillis dans une 

boîte de Pétri stérile à la sortie (le l'anus, soit au moment même de 

leur émission spontanée soit, après excrétion provoquée par 

l'introduction et la rotation d'un écouvillon stérile dans l'orifice anal 

de l'animal. 
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Tableau n 4a : Prélèvements chez les veaux 

et leurs caractéristi(Itics 

* 	Diarrhée 

Veau 
Date (le 

Age Ref 
Nature du 

caractéristiques 
Rtgiffle 

Naissance prélèvement Alimentaire 

V 1  28-01-92 19 h V i a eximéments Pas de diarhée colostrum 

16 heures 23 h b (Iileoniuin) eolostiiiiii 

44 h c crn,ilS colostrum 

03 j d lait de vache 

04 j e H  lait (le vache 

07j f lait de vache 

08 j g lait reconstitué 	+ 

12j h concentré 

lSj i 

19j j 
28 j k lait reconstitué 

45 j I + concentré + foin 

V 01-02-92 04 h VA  Méconium * Diarrhée (traitement aux sulfamides), 

à 	h15 30 h b l-s Mort 2 jours après le dernier 

03 j c prélèvement (Septicémie) 

04 j d Selles jaunâtres 

05 j e Diarrhée non sanguinolante 

09j f* 

Ilj g* 

07-02-92 36 h VA V3  Méconium * Diarrhée non sanguinolante 

03 heures 03 j b Ecreiec1 

04j c 

05j d 

06j e 

09 j f* Signes de faiblesse (Poids faible), 

10 j g Diarrhée, Signes de déshydratation, 

16 j h* Mort le lendemain du dernier 
prélèvement (Pneumopathie). 
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Tableau n° 4a (suite): Prélèvements chez les VCL1X 

et leurs caractéristiques 
* = Diarrhée 

Veau 
Date de 

Age Ref 
Nature du . 

Caractéristiques 
Régime 

Naissance prélèvement Alimentaire 

V4  17-02-92 13 h V4a Méconium Pas de diarrhée. Aucune pathologie 
03 heures 31 h b signalée 

38h c 

03j d 

05j e 

06j f 

lOj g' *'Fi aiteiiieii( aux sulL'aiiiides au I O  joui 

1 ).2 ml/Kg (Préventif) 

20j 

29j j 
45j k 

V5  22-02-92 1211 Va Méconium Pas de diarrhée signalée 

01 lieuie 31 	fi b Ex 	ce ,  e,,t,I 

40h e 

03j d 
04j e le 

O5j f 

lOj g 
15j h 
lYj i 

30j j 

45j________ 

V6  24-02-92 14 h V6a Méconium Diarrhée passagère dûc certainement au 

18 heures 38 h b :hangement d'alimentation. 

04j e 

OSj d 

07j e * 

12j f 

16j g 

21j h 

30j î 

43j j 
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Tableau no 4b: Caractéristiques du tait en poudre utilisé 

dans l'alimeii(alion (lu veau. 

Matières protéiques brutes 24 % 

Matières grasses 1-  antioxydants 20 % 

Matières minérales 8 % 

Humidité ô % 

SUPPLEMENTATIONS (aux 100 Kgs) 

Vitamines 

A(Ul) 4000000 

D3 (UI) 

F. (mg) 

500 000 

3 000 

Additifs Spiramicine (mg) 

Virginiamycine 

6 000 

2000 

Remarque: Dans la plupart des cas, il ne nous a pas été possible de 

connaître le mode de distribution de l'aliment lacté et le lait en poudre 

utilisé pendant la période de l'étude comprend les caractéristiques ci-

dessus. 
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4. Acheminement 

L'analyse des échantillons commençait généralement le jour 

même du prélèvement ail laboratoire (le microbiologie de l'institut de 

Biologie de Tlemcen. 

II. DENOMBREMENT 

1. Matériel et milieux utilisés 

- Milieu l)rigalsky (Institut.Pasteur.d'Algcr). 

- Liquide (le Ringer au 1/4. 

- Pipettes graduées de I ml. 

- Vortex. 

- Pipettes Pasteur. 

- Boîtes de Pétri. 

- Ecouvillons. 

2. Tech il ( l ne 

On réalise la dilution au 1/10 en mettant I g. (le Fèces dans 9 ml 

de liquide de Ringer. 

Après avoir effectué (les dilutions successives jusqu'à I 0. avec 

homogénéisation et changement de pipette à chaque fois, 0,1 ml de 

chacune des trois dernières dilutions est ensemencée en parallèle par 

étalement homogène â l'aide d'une pipette râteau dans 2 boîtes 

contenant (le la gélose Drigalski. 

Les boîtes sont ensuite incubées â 37 °C pendant 24 heures. 

3. Lecture 

Le dénombrement est effectué sur les boîtes contenant entre 30 

et 300 colonies. Les chiffres retenus sont la moyenne des 2 résultats si 

ceux-ci sont du même ordre. Dans le cas d'une différence importante, 

la numération n'est pas prise en compte. 
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[,'aspect des colonies lactose positives, c'est à (lire jaune sur le 

milieu utilisé, a été noté systématiquement.  

4. Résultats et diSCUSSiOn 

L'observation du Tableau n° 5, montre que la colonisation du 

tube digestif' par les coliformes chez le veau nouveau-né, semble varier 

d'un animal à un autre, sans que nous puissions préciser le moment où 

clic a lieu. 

[,'absence des colilormes, peut être constaté Jusqu'à la 4L  heure. 

. 14 heures après la naissance, par analyse du méconium des 

veaux V 2 , V 4 , V 5  et V i-,, une invasion massive et rapide est 

observée dans les prélèvements qui suivent, c'est à (lire 

partir de la 9C  heure; entre 130 10b  bact/g et 3248 I O' bact/g 

pour le 2  jour respectivement pour les veaux V 4  et V5. Pour 

ce dernier, le pic est atteint au 3 jour avec 1600 millions de 

colit'ormes/g de fèces. Ceci est, peut ètre, en relation avec une 

protection 	immunitaire 	insuffisante 	jusqu'à 	ce 	moment 

(MARTEL, 1986). 

Dès le 3 '  jour, le nombre de ces germes décroît progressivement, pour 

tendre vers un équilibre, variable suivant l'état physiologique de 

l'animai (figure 1). lI s'établirait selon certains auteurs vers le 14' 

jour et même plus tard, dans le cas où le veau ne connaît pas de 

diarrhée néonatale. D'après nos résultats, dont on peut voir l'évolution 

gràce aux courbes de la figure 1, un premier plateau s'établit entre le 

3 jour et le 10 jour, avec un nombre moyen de 300 10" germes, puis 

un 2 plateau au delà du 20 jour après la naissance, avec un nombre 

moyen de 30 l(Y' germes, la teneur définitive étant de l'ordre de 

quelques millions par gramme d'excréments chez les veaux n'ayant pas 

COflî1U de diarrhées. 
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CG 

Tableau n° 5: Numération bactérienne en fonction de l'âge. 

D diarrhée 

(Les chiffres sont exprimés en million (10 6 )) .  

âge 

/eaux 

1
4h 12h 13h 14h 19h 2cj 3 Cj  4Cj  5Cj 6cj  7Cj  8ej  9Cj  lOcj 11-j  12ej 15ej 16cj l9ej 2Oej 21ej 28cj 29ej 3)0-j 43)-j 45ej 

V 1  8002700 1740;325 380 200 74 28 20 41 58 20 

V2  0 1070 360 252 370 119 120 MORT 

V3 800 410 264 48 360 523 52 960 MORT 

V4  0 3248 2040;380 31 40 32 22 6 28 2 

V5  0 130 1600300 130200 230 40 106 310 50 

V6 0 530 26 24 500 30 39 50 36 5 



1 

108  

i0 7  

—*— V2 

—3--V4 

Fig. 1: Evolution de la flore de coliforme en fonction de l'âge 
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Ces résultats concordent assez bien avec ceux de CHIKHI (1978) 

et RAIBAUD (1984) qui sont en faveur d'une contamination massive 

dès les premières heures qui suivent la naissance, et qui commencerait 

à partir de l'iléon. 

Les causes de ces fluctuations sont multiples, la particularité de 

chaque individu, le moment de l'allaitement, la puissance et la rapidité 

du transit intestinal et, par conséquent, le moment du prélèvement. 

Aussi, l'évolution générale est analogue à la flore du rectum, 

rapportée par CONTREPOIS et GOUET (1973) avec un décalage dans 

le temps. Pour eux, le maximum de cette flore colibacillaire est atteint 

le 5' jour seulement. 

On peut également rapporter ici des résultats d'analyse effectués 

sur des nourrissons par BORDERON en 1974 et TURCK en 1984, 

révélant que les coliformes s'installaient chez 50% des nouveau-nés au 

cours des premières 24 heures et 100% au bout de 48 heures avec une 

concentration moyenne de iø' à 10 g/gr de fèces (TERKI HASSAINE 

1991). Cette différence n'est pas surprenante puisque la composition 

et le niveau d'une microflore digestive dépend de l'hôte étudié et de 

ses conditions de vie, en particulier de son état physiologique et son 

environnement. 

III. ISOLEMENT ET IDENTIFICATION 

1. Milieux utilisés et réactifs 

La plupart des milieux ont été fournis par l'Institut Pasteur 

d'Alger. 

- Gélose ordinaire pour la conservation des souches. 

- Gélose éosine au bleu de méthylène (E.M.B.). 

- Eau peptonnée exempte d'indole. 

- Milieu TSI. 

- Citrate de Simmons. 

- Milieu mannitol-mobilité. 
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- Milieu urée-iiidole. 

- Eau peptonée au rouge de phénol. 

- Milieu (le Falkov pour la recherche de l'argininc dihydrolase 

(ADIL), de la lysine décarboxylase (LDC) et de l'ornitliine 

décarboxylase (ODC). 

- Disques d'ONPG. 

- Languettes de gélatine. 

- Solutions (le sucres stériles à 20% en ampoules; Glucose 

(Glu), Mannitol (Man); I nositol (1 no), Sorbitol (Sor), Rhamnose 

(Rha), Saccharose (Sac), Arabinose (Ara), Melibiose (Me]). 

- Réactifs pour l'identification: 

• Réactif d'Erlich Kovacs pour la recherche d'Indolc. 

• Perchiorure de fer pour la recherche de la tryptophane 

désarninase (TDA). 

• a naphtol à 6%. 	 T] 
l'est de Vosges-Proskaucr 

• Lessive de potasse à 40% 

• Rouge de méthyle. 

• huile 	(le 	vaseline 	pour 	les 	épreuves 	nécessitant 

l'anaérobiose (ADH, LDC, ODC). 

2. Méthodes 

Pour identifier nos souches, nous avons utilisé uniquement la 

méthode classique faute de disposer de galeries API 20E. 

a. Réisoleinent et sélection (les souches à identifier 

A partir des boîtes de Drigalski, comportant des colonies bien 

isolées, nous avons prélevé 10 colonies lactose positives au hasard, 

dans la mesure du possible. Celles-ci sont réisolécs sur gélose EMB en 

vue de leur identification et incubées 24 heures à 37 0 Ç 

31 



b. 'lest bioch imiques 

Dans tous les cas, l'incubation se fait à 37 oc pendant 18 à 24 

heures. L'identification est effectuée à partir d'une culture jeune (le 18 

heures issue (l'une colonie isolée sur EMB ou d'une culture en gélose 

nutritive inclinée, milieu sur lequel nous avons conservé nos souches à 

'I °C. 

bi. Test des 3 sucres (TSJI 

Le milieu ï'Sl est ensemencé en piqûre centrale et en stries sur 

la pente. Ce test permet la mise en évidence de l'utilisation du 

glucose, du lactose et du saccharose, avec ou sans dégagement (le gaz, 

qui se traduit par une coloration jaune duc à l'acidification du milieu 

au niveau (lu culot pour l'utilisation du glucose, sur la tranche pour 

les 2 autres sucres. La production (le gaz. est signalée par la PésCflCc 

de bulles de gaz dans le culot. La production d'hydrogène sulfuré se 

révèle par une coloration noire due à la formation de sulfure de fer, 

par réduction du sulfate ferreux présent dans le milieu. 

b2. Recherche de la production d'lndole 

Les tubes d'eau peptonnéc exempte di ndole sont ensemencés 

avec les souches à étudier. Après incubation 24h à 37 oc et adjonction 

de quelques gouttes de réactif (le Kovacs, la présence (li ndole, 

révélant la dégradation du tryptophane, se traduit par l'apparition (l'un 

anneau rouge en surface. 

b3. Recherche des Produits de fermentation du cilucose 

Elle se fait sur milieu de Clark et Lubs. La culture (le 24 heures 

qui cii résulte est fractionnée en deux parties. 

- Dans le premier tube, on ajoute du rouge (le méthyle; une 

fermentation acide avec une forte baisse du pi-1 se manifeste par une 

réaction positive c'est à (lire rouge. 
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- Le deuxième tube sert à la recherche de la fermentation 

butylène glycol, avec formation d'acétoïne qui se colore en rose après 

addition des réactifs de Vogcs-Proskauer. 

b4. Test au citrate de Simmons 

L'utilisation du citrate, comme seule source de carbone est 

recherchée en ensemençant en stries le milieu de Simmons. 

Après incubation, l'utilisation du citrate se traduit par la 

libération des ions 0W qui alcalinisent le milieu, en le faisant virer au 

bleu. 

b5. Recherche de l'ornithine décarboxylase (ODC}, de la 

lysine décarboxylase (LOC) et de l'arginine dihydrolase (ADH) 

Pour la recherche de ces enzymes, le test de Falkov a été 

pratiqué. Trois tubes contenant du glucose, du pourpre de 

bromocrésol comme indicateur de pi-1, et l'un des acides aminés 

suivants: ornithinc, lysine et arginine, ont été ensemencés en 

présence d'un tube témoin exempt d'acide aminé. Tous sont recouverts 

d'huile de vaseline. 

Dans un premier temps, l'acidification du milieu due à 

l'utilisation du glucose entraîne une coloration jaune, ensuite, si l'un 

des acides aminés est utilisé, la libération de produits basiques, 

aminés en particulier, alcalinise le milieu d'où l'apparition d'une 

couleur violette. 

b6. Recherche de l'uréase et de la tryptophane 

désaminase 

Le milieu urée-indole est ensemencé avec quelques gouttes de 

culture et est recouvert d'huile de vaseline pour créer l'anaérobiose. 
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Après incubation, la mise en éVt(ICflCC de l'uréase repose sur 

l'alcalinisation du milieu qui se traduit par une coloration rouge 

violacée. 

La desamination du tryptophane est détectée après l'adjonction 

de quelques gouttes de perchlorurc dc fer par l'apparition d'une 

coloration brun acajou. 

b7. Test Mannitol-mobilité 

('e test permet à la fois de tester l'utilisation du mannitol qui se 

traduit par une aci(lification entraînant un virage ail jaune dc 

l'indicateur et la mobilité qui se traduit par une diffusion vers la 

périphérie à partir (le la piqûre centrale d'ensemencement. 

b8. Hydrolyse  de la gélatine 

Des languettes de film (le gélatine imprégnées de charbon sont 

immergées dans la suspension bactérienne. Après incubation à 37 oc 

au bain marie ou à l'étuve de 4jours, je pouvoir protéolytique se 

manifeste par la libération de particules de charbon due à l'hydrolyse 

de la gélatine qui donne à la suspension bactérienne un aspect gris 

noir en nième temps que la partie immergée du film devient 

transparente 

b9. Test d ' utilisation des différents sucres 

Des tubes d'eau peptonnée, contenant du rouge de phénol comme 

indicateur de pli, additionnés stérilement du sucre â tester à raison de 

1%, sont ensemencés avec une goutte (le culture bactérienne jeune. 

Après incubation dc 24 à 48 h à 37 °(', l'utilisation du sucre se traduit 

par une acidification franche, c'est à dire par un virage au jaune (le 

l'indicateur de pli. 
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Remarque: les test retenus correspondent à ceux de la galerie 

API système 20E, à l'exception de l'amygdaline qui était indisponible, 

cc qui nous a permis d'utiliser le même système d'identification. 

A l'aide des résultats, on peut constituer un code d'identification 

à 7 chiffres indiquant le type biochimique qui nous permet de faire le 

suivi de la microflore étudiée (voir récapitulatif Tableau n° 6). 
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Tableau 1106:  Récapitulatif (les tests d'identification 

REACTIONS 
TESTS REACTIFS 

A AJOUTER Positive Négative 

O N IG 3galactosidase jaune incolore 

Arginine 
ADH dihydrolase rouge jaune  

Lysine 
LDC décarboxylase rouge jaune 

Ornithiuc 
ODC décarboxylase rouge jaune 

CIT Citrate (Simmons) bleu vert 

H2S Formation H2S dépôt noir absence 

URE Uréase rouge orange 

Tiyptophane 
IDA desaminase 1à2 gttes de perchiorure de fer brun jaune orange 

IND Indole 1à2 gttes de Kovacs anneau rouge anneau jaune 

1 à2 gttes potasse+ I â2 gttes rose rouge 
Acétoïne 

anaphtol après I Omn incolore 

RN1 Acides mixtes I à2 gttes de Rouge de méthyle rouge orange jaune 

diffusion pas de 
Ciel Gélatine pigment diffusion 

Glu Glucose jaune rouge 

Man Mannitol jaune rouge 

Ino Inositol jaune rouge 

Sor Sorbitol jaune rouge 

Rha Rhamnose jaune rouge 

Sac Saccharose jaune rouge 

Ara Arabinose jaune rouge 

Mcl Melibiose jaune rouge 
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3. Résultats et discussion 

a. Nombre de colifornies identifiés 

La méthode utilisée nous a permis d'étudier 520 souches qui ont 

été identifiées comme appartenant à l'espèce Escherichia cou. 

b. Répartition (les colibacilles en fonction du type 

- 	 biochimique 

Pour pouvoir faire une étude comparative avec les travaux 

effectués dans ce domaine, nous avons donc décidé d'utiliser le codage 

- 	 API des types biochimiques. 

CHIKHI (1978), dans une étude comparative entre méthode API 

- 

	

	 20 E et méthode classique, sur environ 1500 souches, a montré que les 

deux méthodes donnent des résultats comparables dans 90% des cas. 

- 

	

	 Ainsi, les 20 caractères biochimiques d'identification nous ont 

permis de distinguer 19 chimiotypes (Tableau n° 7) au lieu de 12 chez 

-  l'humain pour un nombre de souches sensiblement équivalent 520 

contre 538. Pour un nombre de souches deux fois plus élevé CHIKI-IL 

(1978) a identifié selon le môme principe 39 biotypes. 

Nous pouvons donc affirmer que la diversité en biotypes est plus 

importante chez le nouveau né bovin par rapport à l'humain. Cela peut 

être en rapport avec le type d'hôte et ses caractéristiques 

physiologiques mais aussi avec le milieu plus ouvert du bovin. 

La diversité plus grande observée par CHIKI-lI peut être en 

rapport avec un plus grand nombre de souches étudiées mais aussi 

- 

	

	 avec un caractère supplémentaire pris en considération, l'amygdaline 

bien que peu important, peut jouer un rôle qualitatif non négligeable. 

-  L'analyse des caractères retenus pour l'étude permet d'en 

distinguer 3 catégories avec leurs proportions relatives que nous 

avons indiquées sur le Tableau n° 8. 
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Tableau n° 7: Corrélation entre les différents types de colibacilles et les caractères biochimiques. 

Car. Bioch. 

Type Bioch. 
ONPG ADH LOC ooc IND GLU MAN INO SOR RHA SAC MEL AMY ARA 

1:3 31 

5144552 103 19.80 + 	- + ± - + + - + + - - 

5044552 67 12.90 + 	- - + + - + + - + - 

5044572 51 9.80 + 	- ± - - + + - + + + + - + 

1144552 23 4.42 ± 	- + + + - + + + 

1144572 19 3.65 + 	- - + - + + + + + + 

5144542 16 3.07 + + + - + ± - + - + - 

5144562 15 2.88 + 	- + + - + + - + - + + 

1044552 7 1.34 + 	- - - - + + - + + - - + 

7044552 6 1.15 + 	+ - - + + - ± + - + - + 

5044542 4 0.77 + 	- ± - - + + - ± - + - ± 

5144772 3 0.57 + 	- + - + + + + + - + 

1144512 3 0.57 + 	- - ± - + + - + - - - + 

1144542 3 0.57 + 	- - + - + + - + - - + - + 

5044152 2 0.38 + 	- - - + + - - + - + - + 

5144172 2 0.38 + 	- + + - + + - - + + - + 

5104552 2 0.38 + 	- ± + - + + - + + - + - + 

5104572 1 0.19 + - + - ± + + + 

5044562 1 0.19 + 	- - - + + - + - + ± - 

Cit (-), H2S  (-). URE  (-), VP  (-), GEL  (-). TDA (-) 



Tableau 11118.: Comportement (les colibacilles vis à vis 

des épreuves utilisées. 

FFReésPersonnels

ilabiels 
ADI-JJ LDC ODCJJNE)_J INO] SOR J RHAJ[i 

1,15% 89,42% 73,46% 99,4% 0,5% 99,2% 92,5% 54,6% 99,4% 

1,9% 88,9% 64,6% 97,2% 0,2% 96,4% 82,5% 55,8% 97,9% 

3% 85% 54,3% 100% 0% 92,2% 94,6% 29% 99,6% 

- Caractères positifs: ONPG, GLU, MAN, ARA 

- Caractères négatifs: CIT, H 2  S, URE, TDA, VI), GEL 
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- CeUX qui Sont constamment positifs, 

- ceux qui sont constamment négatifs, 

- ceux qui sont variables. 

Elle nous fait noter également qu'aucune des souches de 

colibacilles isolées n'est atypique par la production d'hydrogène 

sulfuré, comme l'ont déjà signalé STOLER et cou, en 1972 et 

ISENBERG et coll. en 1974 in CHIKHL en 1978. Quelques unes de nos 

souches sont flOfl indologènes. 

En revanche, certaines souches ont pu fermenter li nositol, et 

plus particulièrement celles qui correspondent au type 5144772 dans 

0,57% des cas. 

Si l'on compare nos résultats à ceux obtenus par CHIKHI (1978) 

â partir de 1200 souches isolées du veau nouveau-né, et à ceux de 

TERKI-HASSAINE (1991), chez le nourrisson, on peut constater: 

1. Que les colibacilles issus des veaux fermentent le saccharose 

(fans 54,6% des cas, résultats confirmant les 55,8% obtenus 

par CIIIKI-Il en 1978 chez le même animal. 

2. Que ce résultat est nettement différent chez l'humain où il est 

seulement de 29% selon TERKI-I1ASSAINE. Ceci peut être en 

rapport avec le régime alimentaire éventuellement l'absence de 

saccharase chez les bovins, ce qui permettrait à la microflore 

ayant ce caractère de l'exprimer en présence de ce sucre. 

3. Bien que le nombre de souches fermentant I'inositol ne soit 

pas important chez le nouveau-né bovin, elles n'ont pas été 

retrouvées chez l'humain.Des différences sont également 

observées au niveau de l'ornithine et la lysine. Le nombre de 

souches possédant une LDC est sensiblement le même chez les 

bovins (90 1/o), contrairement à l'humain où il est relativement 

plus faible (85 1/o). La différence est aussi significative au 

niveau de l'ODC entre les 3 études. Il semble que les souches 

issues des veaux soient plus aptes à dégrader l'ornithinc que 
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celles de l'humain. Ces différences de résultats pourraient 

s'expliquer par la différence de physiologie, éventuellement 

d'alimentation, sans négliger l'environnement. 

Parmi les chimiotypes observés, tels que le montrent les 

Tableaux n° 7 et 10, nous pouvons distinguer 3 catégories. 

b.1. Une catégorie englobant les chimiotypes dominants 

représentés sur le Tableau 9 

Ces 4 chimiotypes forment l'essentiel dc la flore colibacillaire 

totale soit 79,6%. Ces mêmes chimiotypes ont été retrouvés par 

CJIlKlll (1978) et TERKI-IIASSAINF (1991), formant respectivement 

73,2% et 73,9% de la microflore colihacillaire. Le pourcentage (le 

chimiotypes dominants trouvés ne présente qu'une faible différence, 

celle-ci pouvant être (111e à la méthode. Les deux auteurs précédents 

ont utilisé pour une partie de leurs résultats la microméthode API. Il 

est évident que des différences en fonction de l'hôte et du lieu sont 

possibles.  

Dans le classement des chimiotypes, on remarque que la 

différence se situe entre le biotype 2 et 3 dont la place est inversée et 

ceci en raison du comportement des souches vis-à-vis de l'ODC tel que 

nous l'avons signalé précédemment. En dehors du biotype 5144552 

dont le taux est pratiquement le double par rapport au résultat 

rapporté par CHIKI-Il, les autres chiffres sont assez proches. Ceci peut 

être en rapport avec le lieu et les conditions de soins des animaux et 

d'alimentation. Par rapport au nouveau-né humain, le classement reste 

autre avec des proportions différentes. En effet, on remarque dans le 

cas des bovins que le type 5144572 est nettement dominant avec 

respectivement 37% dans notre cas et 39% pour CIIIKHI (1978) en 

Normandie alors qu'il ne représente que 15,4% chez le nouveau-né 

Il u ni a j n 

41 



Fa blea u il ,  9: Position (les différents clii in io types 

en fonction (le divers travaux. 

Position et % 

(les chuiniotypes 

Veaux 

(Résultats personnels) 

Veaux 

(Chikhi 1978) 

Nourrissons 

(Terki-llassaïne 1991) 

5144572 I) 	37,11% 1) 	39,2% 3) 	15,4% 

5144552 2) 	19,81% 3) 	10,6% 1) 	26,3% 

5044552 3) 	12.88% 2) 	15.6% 2) 	22,7% 

5044572 4) 	9,80% 4) 	7.8% 5) 	9,5% 

TOTAL 79,6% 73,2% 73,9% 

Nbrede 

chirniotypes total 

19 

(520 souches) 

39/1200 

souches 

12/538 

souches 
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Le 5044572 vient en 4 '  position avec respectivement 9,81% et 

7,81%, en 5 '  position chez l'humain avec 9,5%. 

Aussi le biotype 1044552 ()DC-, LDC-, SAC-), qui se retrouve 

en 4 '  position chez le nourrisson avec 10,614, se situe au 9 '  rang dans 

notre étude et seulement au 19'rang selon l'étude menée par CIIIK1-Il 

chez les bovins avec des valeurs variant de 1,414 à 1,9%. 

Il est important de souligner que les 3 principaux biotypes 

(5144572, 5144552, 5044552) dominent aussi bien chez le nouveau-né 

humain que chez les bovins, la seule différence réside dans le 

classement. Ceci est donc en faveur d'un pool de biotypes majoritaires 

commun chez le nouveau-né humain et bovin. 

b2. Une deuxième catégorie comprenant 6 chimiotypes 

dont les proportions se situent entre 1 et 516. 

Parmi eux, le type 1144552 (4,43%). Sa présence simultanée 

avec le chimiotype 1144572 (3,65%) nous laisse supposer qu'il s'agit 

là d'un variant de ce dernier (Tableau n° 10). Ceci est possible, dans 

la mesure où ils ne différent apparemment que par un seul caractère, la 

fermentation du saccharose qui se perd (CFIIKLII, 1978). 11 serait 

possible de le vérifier sur galerie API 50E. 

b3. Daru la 3e  catégorie, H 	a lieu de placer les types 

biochimiques rares dont les proportions sont infé-rieurs à 

1%. 

Parmi eux, nous placerons le type 5144772 (0,57%) caractérisé 

par une LDC positive, une ODC positive, la fermentation du melibiose, 

du rhamnose, du saccharose et du sorbitol et surtout (le li nositol 

Nous signalerons aussi les souches non indologénes, provenant 

surtout du veau V 2 , (lui  a présenté des signes de diarrhée. Ce type (le 

souches a été également retrouvé chez les veaux diarrhéiques par 

Cl-IIKHI au moment d'un traitement sévère aux antibiotiques. 
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La colonisation du tube digestif de l'animal se fait donc après la 

19 '  heure avec des biotypes variés et nombreux, En outre, la 

microflore des jeunes veaux se caractérisent par sa variété en 

chirniotypes. Le nombre moyen de ces derniers évalués sur des 

échantillons de 10 souches est de 3 en moyenne. Il peut être cependant 

de 7, comme chez le V 5 c au 2  jour, de 6 chez le V i a au premier jour, 

et de I seulement chez les veaux V217, V,29, Vh, atteints de diarrhée. 

Chez les veaux sains, ne présentant pas de symptômes 

diarrhéiques, ces biotypes ont tendance, au cours du temps, à changer 

et leur nombre à se réduire. 

Notons aussi que d'autres types dc coliformes n'aient pas été 

détectés malgré notre suivi de la microflore depuis la naissance tel que 

cela a été observé chez le veau avant 72 heures par CIIKI-li et chez le 

nouveau-né humain par TERKI-HASSAINE. Ceci n'exclut pas leur 

présence mais peut être en rapport avec la taille de notre échantillon 

et le nombre de veaux étudiés relativement faible. 

e. En fonction (les veaux et de leur état physiologique 

Chez les veaux malades (V) et surtout V 7 , à partir des premiers 

signes de diarrhée on remarque une réduction du nombre de 

chimiotypes au profit d'un ou deux, devenant dominants.Dans le 

premier cas, il aurait été intéressant de déterminer les sérotypes en 

cause qui ne sont pas nécessairement les mêmes. Chez ces veaux 

malades, le type 5144572 est sélectionné à la phase critique de la 

diarrhée c'est à dire au cours des prélevements V 2 e, V 2 f, V 2 g, et V 3 b, 

V 3 c, V 3 f, Vh. 

Ceci confirme les observations de CJIIKIII concernant la 

sélection d'un biotype quel que soit le type de diarrhée (V 2 , V 3 , V 4 ) 

infectieux ou nutritionnel (V). Apparemment le traitement chez V 2  a 

été décidé trop tard puisqu'il n'a été commencé qu'au I I jour 

seulement alors que les signes de diarrhée avec dominance d'un 

chimiotype sont apparus au 5 '  jour. Il en est de même pour \1 3 . 
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Tableau n° 10: Répartition des chimiotypes en fonction des 

veaux et de leur âge. 

Chuiuiotypcs 5 5 5 5 1 I 5 5 1 7 5 5 I I 5 5 5 5 5 

I 1 0 0 I 1 I 1 0 0 0 I I I 0 1 1 I O 

4 4 444444 4 4444444004 

\ 4 4 444444 4 4444444444 

5 5 555555 5 557551 1555 

\ 7 5 575746 5 5471457576 

Veaux 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 

V; a 1 3 2 2 1 1 

b 2 2 3 1 2 

e () 0 5 2 

d 2 4 2 

e I 6 3 

f 1 0 3 

g 6 4 

h 7 1 2 

I 8 t) I I 

J 5 2 3 

k 7 3 

1 4 1 2 1 2 

V2b 4 3 2 I 

e t) 1 7 1 t) 

d t) 2 2 4 

e 8 0 * 

o * 

g4 10 * 

V 1 a 3 6 1 

b 9 0 I * 

C 10 * 

d 7 3 * 

e 10 

3 4 3 

g 6 3 

Il 	* 10 
= = = = = = = = = = 

* 
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Tableau 110  10 (suite): Répartition des chirniotypes en fonction 

des veaux et de leur âge. 

Chimiotvpcs 5 5 5 5 I 1 5 5 1 7 5 5 I 1 5 5 5 5 5 

I 1 0 0 1 1 1 1 0 (I O I I I O I 1 I O 

1 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 O () 4 

\ 4 4 444444 4 4444444444 

\ 5 5 555555 5 55755 I 1555 

7 5 575746 5 547 1 457576 

Veaux 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 

V 1 b 0 6 4 
c I 4 3 2 
d 2 2 3 3 
e 6 0 I 3 
f 4 I 2 1 1* 

10 
h 4 0 1 3 I 

7 I I O 

j . 2 3 2 
k 3 2 2 1 I 

Vb I 6 I 2 
c 2 I I 2 I I 2 
d 4 3 I 2 
e 2 2 23 I 
f () 1 I I S 

g I I 5 1 

h () 4 4 2 
1 9 * 

j 1 9 
L () 7 I l 

Vr. 3 1 I 3 2 
e 6 I I I 
(1 7 5 1 

c4. 3 2 5 
f 10 

g 4 6 

h 3 2 2 3 

j O I S I 

LL 
T OTAL 93 ri 103 67 51 23 19 16 15 

- 
7 4 3 3 3 2 2 2  1 1 
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Dès 	l'introduction 	du 	traitement, 	la 	diversification 	des 

chimiotypes a tendance à se rétablir. 

Le veau V 4 , qui a subi un traitement préventif aux sulfamides à 

la fin de sa première semaine de vie cii raison d'une diarrhée 

infectieuse chez V 1  et V 3 , présentait une flore où domine le type 

5044572, mais cet état n'est que passager puisque 4 jours après le 

début du traitement, le nombre de chimiotypes s'est diversifié. Dans ce 

cas, comme on peut le voir dans le Tableau n° Il, V 4 9, ce type ne 

réapparaîtra qu'un peu plus tard, mais en faible proportion. 

Notons enfin, que ces observations ont été déjà rapportées par 

CHIKI-Il (1978) sur des veaux atteints de colibacillose subissant un 

traitement aux antibiotiques. Le biotype et le sérogroupe incriminés 

peuvent persister selon cet auteur clans la microflore sans redevenir 

dominants. 

Toutes ces données nous permettent de dire qu'il existe une 

dominance biochimique lors d'une diarrhée sans que celle-ci ne soit 

spécifique d'un sujet ou d'un état. 

il existe une dynamique évoluant dans le temps en fonction de 

l'état de l'animal, de son âge et de son environnement. 

1V. RECHERCHE DE DEUX FACTEURS IMPLIQUES DANS 

LA VIRULENCE: IIEMOLYSINE ET COL1CINE 

1. lleuiolysiiie 

a. Principe 

L'hérnolysine est une substance élaborée par E. coli isolée du 

milieu intestinal, celui du porc en particulier, ou extraintestinal. 

LE MINOR (1974) rapporte l'existence de 3 types d'héinolysinc. 

: filtrable, antigénique, toxique par voie intraveineuse pour 

la souris, le lapin et le cobaye, dont la production serait codée 

par Ufl plasmide 1-Ily. 
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ri 

• a: liées aux cellules bactériennes non antigéniques. 

• y: décrite par WALTON et SMITFI (1969), chez des mutants 

résistants à l'acide nalidixique, non active sur les globules 

rouges humains et de lapins. 

b. Matériel et méthode 

Sur le milieu "base" pour gélose au sang frais additionné de 5% 

de sang de mouton frais, les souches de colibacilles sont ensemencées 

en piqûre à la surface de la gélose. Après incubation de 24 heures à 

37 oc, les colonies qui présentent une auréole transparente de lyse des 

hématies sont considérées comme hémolytiques. 

c. Résultats et discussion 

100 souches prises au hasard ont été testées, parmi lesquelles 60 

sont issues de veaux sains et 40 issues de veaux diarrhéiques. Chez les 

premières, 3 se sont révélées hémolytiques et chez les veaux malades 2 

seulement, ces résultats montrent qu'il ne s'agit pas d'une propriété 

fréquente chez les colibacilles des bovins. 

Les proportions de ces souches hémolytiques évaluées à 5% 

permettent de rejoindre les conclusions de CHIKHI (1978) qui a 

trouvé une proportion de 11% sur 160 souches testées. Selon lui, 

cette caractéristique ne suffit pas à elle seule à expliquer le caractère 

entéropathogène des souches. 

Il n'y aurait pas de relation directe entre la production 

d'héiuolysinc et le pouvoir pathogène dé s colibacilles chez le veau 

nouveau-né atteint de colibacillose contrairement à d'autres animaux 

selon OUDAR et col!. (1974). 

2. Colicines 

a. Matériel 

- Milieu de Luria à 7% d'agar-agar. 
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- Milieu de Luria à 15% d'agar-agar. 

- Souche Escherichia coli KI2XA sensible à toutes les 

col ici n es. 

- Souche Escherichia coli colVr, résistante uniquement à 

la colV. 

b. Méthode 

Elle est appréciée par la méthode de la double couche rapportée 

par CONTREPOIS et MOHAMED OUSSAID en 1986. 

Les colibacilles sont ensemencés en "spot" à la surface d'un 

milieu gélosé de Luria. Après une incubation de 24 h à 37 °C, les 

cultures sont inactivées avec du chloroforme déposé sur le couvercle 

de la boîte retourné pendant 10 mn. 

Ensuite, une deuxième couche de gélose molle de Luria de 5 ml 

environ est coulée. Après solidification , une suspension de la souche 

E. coli K12 sensible à toutes les colicines est coulée en nappe. Après 

incubation de 24 h à 37 °c, la présence de colicines se manifeste par 

l'apparition d'un halo d'inhibition de la souche sensible autour du spot 

formée par la souche sauvage testée. 

La colV est identifiée de la même façon sur les souches 

colicinogènes mais en utilisant un mutant de la souche E. coli K12 

résistant à la colicine V. 

L'expérience est refaite avec les.. souches productrices de 

colicines mais cette fois avec une souche E. coli K 12 cOlVr. 

Les souches colicinogènes qui n'inhibent las la croissance dE. 

coli K12 COlVr  sont considérées colV. 

c. Résultats et discussion 

Dans ce travail, nous n'avons recherché que les souches 

productrices de colicine V en raison de l'implication de ce facteur 

dans la virulence des colibacilles. 
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Sur 520 souches testées, 135 souches soit 26,8% sont 

productrices de diverses colicines. Parmi elles la moitié soit 13,4% 

sont colV 1  (Tableau n° 11). 

Chez le veau V 2  qui a subi un épisode de diarrhée infectieuse le 

nombre de souches colicinogènes observé est de 22 soit 40%. 

Les résultats sont relativement plus élevés que ceux obtenus par 

MOHAMED OUSSAID (1988) à Clermont Ferrand chez le veau (23%), 

de ceux de SMITH en 1974 avec 18% et de MILCH et col!, en 1984 

avec 20%. Cette différence pourrait s'expliquer par le mode de 

sélection des souches éprouvées. 

CHIKHI, en opérant sur des sériés de souches isolées au moment 

de la diarrhée colibacillaire trouve des résultats proches de 100%. 

Globalement, il rapporte un chiffre 216/410 positifs soit 54% donc 

assez proche du nôtre. 

La production de la colV, étant gouvernée par un plasmide 

pouvant aussi être le support de gènes de virulence, ce n'est pas 

étonnant qu'elle puisse être également liée à des gènes de résistance 

aux antibiotiques, donc à des plasmides R (SMITH et HUGGINS, 

1980, BINNS et HARDY, 1982). 

Pour essayer de mettre en évidence ce rapport nous avons 

recherché, si ce caractère colicine était transférable avec les 

caractères de résistance et par conséquent, retrouvé en même temps 

chez les transconjugants, tel que nous l'avons montré dans le chapitre 

suivant sur !'antibiorésistance. 

D'autres facteurs de virulence, que nous n'avons pas recherchés 

pourraient également être codés par les plasmides des transférés, 

notamment la production de sidérophores, la résistance à l'effet 

bactéricide du sérum, les adhésines... 
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Tableau n° II: Production de colicines en fonction des veaux 

N° du veau V 1  V2  V3  V4  V5  V6  Total 

Type 	de colicines 

n 39 
col  

22 13 27 21 17 139 

36,8 40,8 16,2 28,1 21 20,2 26,7 

n 24 
colV  

10 5 Il 7 13 70 

22,6 18,5 6,2 11,4 1 	7 15 13.4 
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