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Résumé

Les entérocoques, bactéries du microbiote digestif potentiellement pathogénes, représentent un
risque sanitaire en raison de leur virulence et de leur résistance croissante aux antibiotiques.
Chez les ruminants, les génes de résistance qu’ils portent peuvent étre transmis a I’homme par le
biais de I’environnement ou de la chaine alimentaire. Cette étude vise a caractériser, d’un point
de vue phénotypique, des souches d’Enterococcus Spp afin d’évaluer leur profil de résistance
aux antibiotiques et leur potentiel pathogéne, contribuant ainsi a une meilleure surveillance en
santé animale et publique.

L’étude a porté sur I’isolement et la caractérisation de souches d’Enterococcus Spp a partir
d’échantillons de maticres fécales collectés chez des ruminants dans la commune de Tiaret. Au
total, 51 échantillons rectaux ont été prélevés dans différentes fermes. L’isolement bactérien a
été realisé sur gelose bile-esculine-azide. Les activités hémolytiques et gélatinolytique ont été
évaluées respectivement sur gelose au sang et sur gélose BHI, puis un antibiogramme a été
effectue par la méthode de diffusion sur gélose Mueller-Hinton.

Certaines souches ont montré une activité de la gélatinase et une hémolyse, indiquant un
potentiel pathogeéne notable. Les résultats ont également révélé un taux ¢levé d’isolement
d’Enterococcus Spp., avec une forte résistance a I’ampicilline et a la rifampicine, ainsi qu’une
résistance modérée a la tétracycline, la pénicilline, la téicoplanine et I’'imipenéme. Les taux de
résistance les plus faibles ont été observés pour la pristinamycine et la gentamicine.

En conclusion, la présence d’entérocoques résistants et virulents dans le microbiote intestinal des

ruminants constitue une menace potentielle pour la santé publique.

Les mots clés: Enterococcus Spp., ruminants, santé publique, antibiorésistance, virulence.




Abstract

Enterococcus, potentially pathogenic gut bacteria, pose a health risk due to their antibiotic
resistance and virulence. In ruminants, the resistance genes they harbor can be transmitted to
humans through the environment or the food chain. This study aimed to phenotypically
characterize Enterococcus spp. strains to assess their antibiotic resistance and pathogenic
potential, thereby contributing to improved surveillance in both animal and public health.

The objective of this work was to isolate and characterize Enterococcus spp. strains from
ruminant fecal samples collected in the municipality of Tiaret. A total of 51 rectal samples were
obtained from ruminants across different farms. Bacterial isolation was performed on bile-
esculin-azide agar. Hemolytic and gelatinase activities were assessed on blood agar and BHI
agar, respectively. Antibiotic susceptibility testing was conducted using the disk diffusion
method on Mueller-Hinton agar.

Some strains exhibited both gelatinase and hemolytic activities, indicating a notable pathogenic
potential. Furthermore, a high isolation rate of Enterococcus spp. was observed, with strong
resistance to ampicillin and rifampicin, and moderate resistance to tetracycline, penicillin,
teicoplanin, and imipenem. The lowest resistance rates were noted for Pristinamycin and
gentamicin.

In conclusion, the presence of resistant and virulent enterococci in the intestinal microbiota of

ruminants represents a potential threat to public health.

Keywords: Enterococcus Spp, ruminants, public health, Antimicrobial resistance, virulence.




il

dasall o 1 yld daaagll & jeaal) il 8 (il 5aD disne 055 o Jaing L i€y o 5 g sanall <l )5Sl Jias
S Lelaas 3l e glaall calia Ja55 o Ky o6 jimall i) guall 8 3 gaal) Calaliaall syl yiall Lgtia slia 5 Leiaild Cuana
Ll i dga s (pe A grall ol ) sSall VB Cana 58 9 Aol all 038 (e Caagdl Alaadl Aluludl of 2l e )
O 8 Laalusall L 5 ¢l 30U Lpnsall L3llSa) 5 45 saadl Cilalizanll da lial) Lpuailiad anii dal (e 5 Ul
Aalall 5 Al gaal) daall 348 je

A3 i Al 8 &l yiaall e Legman o3 Al 1 Glie (e 4y saall ) oSall Y Caina 55 9 J e Al jall e
o o3 3 1 0l S le ) jiaall Jlal e (o Sl Jall o) ) o3 Adlise £ )l e (10 piisall e die 51 de sene 23
Ay (5 s e & siie o sl o fleall il e lalg adl) el e 4aadall 5 o) jiall Allaal) ddaiiy)

g s se Jal o Lyl A )b,

SRS LS Gl el a5 58 AlSe) () s s el I3l 5 JasDlad) Ul DUl iany & pelil 8
Aine daslia o b ¢Cumnaldy Hll 5 Galianaad 4y 8 4 slie ae 45 saal) Gl )5Sl J e Jana g L)) e L) il
Cppealiin g Gpanalision g 1A slial) Y ana ol cidan gl 5 aninanaY) s ik sl 5 bl 5 (il il

dnall Slaine Taags Jiay 5 inall Ul suall ) grall <l 5 jSaall 8 ASHAY) 5 o sliall Ay gmall 5 sSall 25 g (8 (Lali
Aalal)

e sl i sl Claliaall Ge lia cialall daall il jinall i seall il Sl sAoaliial) cilalst)




SOMMAIRE :
Remerciement
Dédicaces
Résumé
Abstract
oedla
Liste des figures
Liste des tableaux
Liste des abréviations

PARTIE BIBLIOGHRAPHIQUE

INtrOdUCEION GENBIAlE .. .ot 1

CHAPITRELI: Géneralités sur les entérocoques
L HISEOIIGUE. ... e 5
I .2. Classification (1aXOn0IMI©) ..........ouiiriiit o e e 5

| .2.1 Classification taxonomique des entéroCOqUE. ..........c.ovveririniirierieniiiesieeresriesesseeenes O

L3 HADIAL ..o 6
| .4. Caracteres baCteriologigUe .........c.oeiniirii i e 7
1.4.1.Caractéres morphologique et CUUraUX............c.ooeiiiii i 7
1.4.2. Caracteres DIoChIMIQUES. ........c.oriei i, 9
I.5. Role des entérocoques dans la sante publique et animale ......................ocoiii.. 9
1.5.1. ROle dans la sant@ animale ...........ccoooeiniiiiiii e 9
1.5.2. ROle dans la santé publiqUue ............cooiiiiii e 9
1.5.3. ROl COMMENSAl ... .o 10
1.5.4. Réle dans la transmission de la résistance aux antibiotiques ...................ccceeeevenee 10
1.6. Physiopathologie et pouvoir pathogéne des entéroCoqUES ...........oveviviereriiinenininnn, 10
1.6.1. Facteurs de virulence des eNtEroCOGUES ..........ovinrintiniit it 10
1.6.1.1. Facteurs liéS @ lamembrane ............cooviriiiiii e 11

1.6.1.1.1. Substances d'agrégation (adhéSINeS) ............c.oiiiiiiiiiiiiii e 11




1.6.1.0. 2, CYLOIYSING ...vetit i 11

1.6.1.1.3. Autres facteurs de VIrUIENCE ... ..o 11
1.6.2. Caractéristiques physiopathologiques des entéroCoqueS ...........ccoevveriniireriniiaieenn.. 11
1.6.2.1. Formation de biofilms ... ... 11
1.6.2.2. Résistance aux conditions eXtr8MES ..........o.iuiiiiiii e, 11
1.6.2.3. INVASIVIEE ... e, 12
1.6.2.4. Infection par transloCation ............c.ooiiirii i 12
1.7. La pathogénicité des ENtErOCOQUES ........ovininie i 12

CHAPITRE II: Résistance aux antibiotiques

I1.1. Stratégies de résistance des entéroCOUES .............cvuerneeneeneieieiieie e e, 14
11.2. MECaNiSMES e MBSISLANCE ......out ettt ee e 14
11.2.1. Mécanisme de modification .............cooiiriiiii e 14
11.2.1.1. Résistance aux 3-1actamines ........ ..ot 14
11.2.1.2. Résistance aux glycopeptides (VANCOMYCINE) .........c.oiiriiriiiiiiiiiiiieieeieaaaan, 14
11.2.1.3. Résistance aux tetraCyClines ............cooiiiriii i 14
11.2.1.4. Résistance aux aminoglyCOSIARS ..........cooiriitiiii i, 14
11.2.2. Mécanisme d'iNaCtiVatioN ...........ooiuiiiii e 15

11.2.2.1. Inactivation des [3-lactamines par les f3-lactamases ................ccccceeevivveviveveneen. 15

11.2.2.2. Inactivation des glycopeptides (VanCoOmycCing) ............ccocoeevieiiniiiininiiniiienennn, 15
11.2.2.3. Inactivation des tetraCyCliNeS ............coviiriiriii e 15
11.2.2.4. Inactivation des aminoglycosides par des enzymes modifiantes ......................... 15
11.2.2.5. Les pompes d'efflux chez les entérocoques ............cooivriiiiiiiiiieiiiiiiienanen.. 16

PARTIE EXPERIMENTALE

CHAPITRE I: Matériels et Méthodes

I.1. Objectifs de I'etUde ........ooieii e 19
L2 MEBIIEIS .. .ot e 19
1.3. Collecte des PréleVEMENLS .. ..ottt 19
1.3.1. Durée et lieu d’Etude ... ..ovieii e 19

1.3.2. Nature des échantillons et leurs sites de prélevement ..................ooiiiiiiiiiiiinn 20




I.4. Analyse microbiologique des prélevements ............cooviiiiiiiiiii i 22

1.4.1. Isolement des entérocoques sur la gélose bile esculine azide (BEA) .........cccc.ceeveneee. 22
1.4.2. 1dentification des iSOIAtS ......... ..o 22
1.4.2.1. Identification microscopique (colorationde gram) ............cccovviiiiiiiiiiiiiiienennnne. 22
1.4.2.2. Identification biochimique des iSolats ...........c.cooveiiiiiiii e, 23
1.4.2.2.1. TeSt de CALAIASE ... .nieiei e 23
1.4.2.2.2. Capacité de croissance a une concentration de 6,5% de NaCl .......................... 24
1.4.2.2.3. Test de la thermo réSiStanCe ...........coovvriririririi e 24
I.5. Caractérisation phénotypique des souches iSOIes .............coeiiiiiiiiiiiiiiiiiiias 24
1.5.1. Recherche de gélatinase ......... ..ot 24
1.5.2. Test A’hEMOLYSE . ..ottt e 25
1.6. Antibiorésistance des SOUCheS ISOIES ...........oiiriniii e, 25
1.7. cONSErvation deS SOUCKNES ........ouieii e e e e e e e 26

P L RESURALS ....eee e e e e e 29
I1.1.1 Prévalence des entérocoques Spp dans les différents prélevements .......................... 29
11.1.2. Caractérisation des facteurs clésde virulence ..o, 32
Il ..13. Resistance des souches d'entérocoques aux antibiotiques .....................ocoevinni. 33
Il ..14. Phénotypes de mUIti FeSIStANCE ...........oiiriieiii i 36
I B ol U1 (o] PPN 37
Conclusion générale et PErsPeCIVES ...... ..ottt e 41
Réferences bibliographiqUES ...... ..o 44

AANINIEXES ettt 58




Figure 01 :
Figure 02 :

Liste des figures

Apparence d’E. Faecium apreés coloration de Gram Microscopie optique Gx40 ...... 8
Apparence macroscopique d'E. Faecalis surlagélose BEA ..................coooeni. 8

Figure 03 : Protocole expérimental ..o, 21
Figure 04 : Ecouvillonnage en stries serrés sur gélose BEA (bile esculine) ..................... 22
Figure 05 : Test de gélatinase sur gélose BHI ... 25
Figure 06 : Test de PhEmOLYSE .....ooviriniii e 25
Figure 07 : Réalisation d'un antibiogramme : (A) étalement de suspension bactérienne.(B)
Dépot de disques d’antibiotiqUES .......eeueentiitt ettt ettt e 26
Figure 08 : Conservation des souches d'ENteroCOCCUS ...........c.oviiriniiniiriiiiiiiiianeninin, 27
Figure 09 : Résultat positif de I’isolement des ENtEroCOqUES. ...........cooviviviiiiininnnn... 30
Figure 10 : Coloration de Gram . ... ....oouiiiii i e e e 31
Figure 11 : Bouillons positifs aprés le test de capacité de croissance a 6,5% de Na Cl et a

A e, 31
Figure 12 : Bouillons positifs apres le test de la thermorésistance .................. .............. 32
Figure 13 : Souches d'Enterococcus Spp Gélatinase positives et négatives . .................... 32
Figure 14 : Souches d’Enterococcus Spp hémolytiques et non hémolytiques Isolées chez

IS TUMINANES. . ..o e e e e e 33
Figure 15 : Taux de résistance des entérocoques Spp. Aux huit molécules d'antibiotiques

(220 ot 34
Figure 16 : Taux de résistance des entérocoques aux familles d'antibiotiques . ................. 35
Figure 17 : Profils de résistance des souches d’entérocoques ............coovviiiniininininnn.. 35




Liste des tableaux

Tableau 01 : Matériels utilisés au cours de partie expérimentale...................c.oooviiinn.i 19
Tableau 02 : Prévalence de cultures positives sur gélose BEA ...........ccooiiiiiiiiiiiiiinnen, 29
Tableau 03 : taux de résistances, sensibilités et intermédiaires des souches d'entérocoques Spp
isolées chez les ruminants (N=29) ..o e 34
Tableau 04 : Phénotypes de multi résistance des souches d'entérocoques Spp isolées chez les
différentes eSpeces des FUMINANTS ...... ..ottt e, 36
Tableau 05 : Résultats de I'antibiogramme pour chaque souche d'Enterococcus Spp isolée .. 60




Liste des abreviations

23s rRNA : Acide Ribonucléique Ribosomique 23s.
AAC : Aminoglycosides acétyltransférases.

AAD : Aminoglycosides adényltransférases.

AMESs : Aminoglycoside-Modifying Enzymes.

APH : Aminoglycosides phosphotransferases.

ARGs : Antibiotic Resistance Genes.

ATP : Adénosine Triphosphate.

BEA : Bile Esculine azide.

BHI : Brain Heart infusion.

BHIB : Bouillon cceur-cervelle.

BLSE : Béta-lactamase a spectre étendu.

CASFM : Comite frangaise de microbiologie.

Cfr : Geéne de résistance codant pour une chloramphénicol-florfenicol résistance.
CLSI : Clinical and laboratory standards institute.
D-Ala-D-Ala : D-alanine D-alanine.

D-Ala-D-Lac : D-alanine D-lactose.

Esp : Protéine de surface extracellulaire.

ErmB : Géne de résistance aux macrolides.

GN : Gélose nutritif.

H202 : Peroxyde d'hydrogene.

MH : Muller-Hinton.

MDR : Résistance multi-drogue.

Na CI : Chlorure de sodium.

OptrA : Gene de résistance conférant une résistance aux oxazolidinones.
PLP : Protéines de liaison aux pénicillines.

SARM : Staphylococcus aureus résistant a la méthicilline.
Tet M : Géne de Tétracycline.

VRE : Vancomycine.




)

S

PARTIE BIBLIOGHRAPHIQUE




J

N

Introduction geneérale




Introduction générale

Les entérocoques, en tant que membres de la flore commensale des intestins des
humains et des animaux, ont suscité un intérét croissant en raison de leur double role
dans la santé publique et animale (Dubin&Pamer. 2014).Ces bactéries ont été décrites
pour la premiére fois en 1899 par Thiercelin, ont été initialement classées dans le genre
Streptococcus groupe D, et ce n’est qu’en 1984 qu’ils ont été distingués comme un

genre séparé Enterococcus (Kwit et al, 2023).

Ces microbes ont été classés comme agents pathogénes opportunistes dés les premiéres

décennies du XXe siécle, mais leur importance dans les infections nosocomiales et leur
résistance aux antibiotiques ont été reconnues plus récemment (Fisher & Phillips.
2009).Ces microorganismes, notamment E. faecalis et E.faecium, sont des souches
prédominantes responsables a des infections environ de 80 % des infections
Enterococcus (lkuta. 2022).Ces bactéries sont aujourd’hui considérés comme des
pathogenes emergents en raison de leur capacité a développer des résistances multiples
aux antibiotiques, ce qui pose un defi majeur pour la médecine humaine et vetérinaire
(Arias & Murray. 2012).Actuellement, plus de 50especes appartenant au genre
Enterococcus sont connues (Asmaa et al. 2024). Sur le plan biochimique, les
entérocoques sont capables de fermenter une variété de sucres, produisant de I’acide
lactique comme principal produit final, ce qui leur confere un avantage compétitif dans
divers environnements (Ramsey et al. 2014).lls sont ubiquitaires et colonisent
naturellement le tractus gastro-intestinal des humains et des animaux (Giuseppe
Sangiorgio et al. 2024), y compris les ruminants. Ils sont également présents dans
plusieurs environnements, notamment dans le sol, I’eau et les plantes, en raison de leur
capacité a survivre dans des conditions défavorables (Byappanahalli et al. 2012).
Cette ubiquité fait des entérocoques des indicateurs de contamination fécale dans les
écosystémes aquatiques et terrestres, mais aussi des réservoirs potentiels de genes de

résistance aux antibiotiques (Koch et al. 2004).

La virulence des entérocoques est multifactorielle, impliquant des facteurs tels
qu’adhésion aux tissus hotes a travers des substances d’agrégation (adhesines), la
formation de bio films et la production de toxines (cytolysine), (Tugba. 2024).De plus,
leur capacité a acquérir et a transférer des genes de résistance aux antibiotiques,

notamment via des plasmides et des transposons, ils contribuent significativement a la




Introduction générale

dissémination de la résistance bactérienne aux antibiotiques, tant dans les cadres

médicaux que dans la nature (Partridge et al.2018).

Certaines bactéries Gram positives deviennent résistantes a la vancomycine, un
antibiotique de la classe des glycopeptides crucial pour les infections graves (Yang et
al. 2023).Elle exerce son effet en empéchant la synthése de la paroi des bactéries
(Fletcher & Zhang . 2012), cette situation est alarmante, puisqu’elle restreint les choix

thérapeutiques contre les entérocoques (Sangiorgio et al. 2024).

Ces bactéries sont des pathogénes opportunistes responsables infections nosocomiales,
notamment des infections urinaires, des bactériémies et des endocardites (Pires et al.
2025).Chez les animaux, ils peuvent provoquer des mammites, des septicémies (Pires
et al. 2025), et des infections génitales, affectant ainsi la productivité et le bien-étre des
troupeaux (Von Wintersdorff et al.2016).

Par ailleurs, les entérocoques sont considérés comme des indicateurs de la qualité
microbiologique des aliments et d’eau (Fisher &Phillips . 2009), en raison de leur
présence dans les matieres fécales et leur resistance aux traitements de désinfection
(Fisher &Phillips . 2009).E.faecium joue un rdle comme probiotiques en raison de son
efficacités dans la stimulation de la croissance de microflore du rumen. En outre,
E.faecium joue un role vital dans I’organisme des bactéries nocives dans le rumen
grice a la production d’agents antimicrobiens (El-sayed et al. 2023).Les ruminants, en
particulier les bovins, les ovins et les caprins, sont considérés comme des réservoirs
potentiels d’entérocoques résistants aux antibiotiques (Krawczyk et al. 2021).Leur
tractus gastro-intestinal héberge une grande diversité de souches d’entérocoques, dont
certaines peuvent étre transmises a I’homme par la consommation de produits animaux
contaminés ou par contact direct avec les animaux (Dal Pozzo et al.2024).Cette
transmission interspécifique souléve des préoccupations concernant la dissémination
de la résistance aux antibiotiques et la nécessité de surveiller les souches

d’entérocoques isolées chez les ruminants (Krawczyk et al. 2021).

Malgré les avancées dans la compréhension de la biologie des entérocoques, plusieurs
questions restent en suspens concernant leur caractérisation phénotypique, leur
virulence et leur résistance aux antibiotiques chez les ruminants. La diversité des

souches d’entérocoques isolées chez ces animaux et leur potentiel de transmission a




Introduction générale

I’homme nécessitent une attention particuliére, autant plus que les pratiques agricoles
intensives et utilisation excessive antibiotiques dans élevage pourraient favoriser
I’émergence de souches résistantes (Hammerum . 2012).

C’est dans cette perspective que s’inscrit le présent travail de recherche qui consiste a

caractérisé phénotypiquement les entérocoques isolés chez les ruminants et évaluer le
profil de résistance aux antibiotiques de souches isolées.
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CHAPITRE I : Généralités sur les entérocoques.

1. Historique :

Les entérocoques ont été identifiés au début du 20e siecle comme des bactéries résidant
principalement dans le tractus gastro-intestinal des humains et des animaux.
Initialement classées dans le genre *Streptococcus™ en raison de leurs propriétés
biochimiques similaires, elles ont été reconnues comme un genre distinct,
*Enterococcus®, en 1984, notamment en raison de leur résistance a des conditions
extrémes, telles que des environnements salins et acides (Schleifer & Kilpper-
Balz.1984).Dans les années 1970 et 1980, les entérocoques ont été identifiés comme
des pathogénes opportunistes, responsables d'infections urinaires, d'endocardites et
d'infections nosocomiales, particuliéerement en raison de leur résistance aux
antibiotiques (Arias & Murray .2012).A partir des années 1990, I’émergence de
souches resistantes a des antibiotiques de derniére génération, telles que la
vancomycine, a exacerbé leur role en milieu hospitalier, rendant les infections plus
difficiles a traiter (Gilmore et al.2013).Depuis 2020, plusieurs recherches ont exploré
de nouvelles stratégies thérapeutiques contre les entérocoques multi résistants, incluant
des traitements antibactériens combinés et I’utilisation de phages et de probiotiques
(Moryl et al. 2024). En paralléle, les entérocoques sont également des composants
importants du microbiote intestinal humain, jouant un réle clé dans la digestion et la
régulation du systéme immunitaire, bien qu'ils puissent devenir pathogenes dans

certaines conditions (Hammerum . 2012).

2.Classification(Taxonomie) :

Les entérocoques sont des bactéries Gram-positives et anaérobies facultatives, capables
de résister a des conditions environnementales extrémes (Gilmore et al. 2013). Par
conséquent, ces microorganismes se retrouvent largement dans le sol, les aliments, les
fourrages, les eaux usees, les eaux douces, ainsi que dans le tractus gastro-intestinal
des humains et des animaux (Hammerum. 2012).Le genre Enterococcus regroupe
plus de 60 especes, dont E. faecalis et E. faecium, qui sont respectivement responsables
de 80 a 90 % et de 5 a 15 % des infections humaines (Arias & Murray .2012).Ces
bactéries sont particulierement résistantes, tolérant une grande diversité de
températures et de pH, ce qui leur confére une remarquable capacité d'adaptation a
I'environnement (Mundy, L. M, et al.2000).
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2.1 Classification Taxonomique des Entérocoques :
Selon le BERGEY’s manuel de la bactériologie systématique (2009), le genre
Enterococcus est classée comme suite (Bergey et al. 2009)

* Regne : Bacteria.

* Phylum : Firmicutes.

» Classe : Bacilli.

» Ordre : Lactobacillales.

» Famille : Enterococcaceae.

« Genre : Enterococcus.

* Espéces :

» Enterococcus faecalis.

» Enterococcus faecium.

* Autres espéces d'importance :

* E. durans.

« E. gallinarum.

« E. casseliflavus.
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3. Habitat :

Les entérocoques, bactéries du genre Enterococcus, appartiennent a la flore
commensale humaine et animale, majoritairement localisée dans le tube digestif, bien
que leur répartition varie selon les espéces et les conditions environnementales
(Gilmore et al. 2014 ; Fisher & Phillips. 2009). Leurs principaux habitats sont les
suivants :

A ¢ Tube digestif humain et animal :

Les especes comme E. faecalis et E. Faecium prédominent dans le tractus gastro-
intestinal des humains et de nombreux animaux, ou elles jouent un réle dans la flore
commensale (Gilmore et al. 2014).

B ¢ Eaux et sols contaminés :

Dotés d’une grande résistance aux conditions hostiles, les entérocoques peuvent
survivre dans les eaux usees, les riviéres et les sols pollués. Leur présence y est utilisée
comme indicateur de contamination fecale (Byappanahalli et al. 2012).

C » Milieux hospitaliers :

Certaines souches, notamment les entérocoques résistants a la vancomycine (ERV),
colonisent les patients hospitalisés et les surfaces médicales, représentant un enjeu
majeur de santé publique (Weiner et al. 2016).

D ¢ Produits alimentaires :

Les entérocoques sont présents dans des aliments fermentés tels que les fromages et les
saucissons, ou ils peuvent contribuer au processus de fermentation. Toutefois, une

contamination peut survenir en cas de mauvaises pratiques d’hygiéne (Giraffa. 2002).

4. Caractéeres bactériologiques :

4.1. Caractéres morphologiques et culturaux :

Les entérocoques, membres de la famille des Enterococcaceae, possedent des
caractéristiques morphologiques et culturelles qui facilitent leur identification et
témoignent de leur capacité d’adaptation a divers milieux (Tortora et al. 2019).
Morphologiquement, ce sont des cocci de forme sphérique ou légerement ovale,
généralement observés en paires (diplocogues) ou en chaines courtes ou irrégulieres
(Gilmore et al. 2014 ; Carter & Wise. 2004), mesurant entre 0,6 et 1,0 um (Tortora

et al. 2019). Ils sont Gram-positifs, catalase-négatifs — ce qui les distingue des
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staphylocoques — et ne produisent pas de spores (Tortora et al. 2019 ;

Byappanahalli et al. 2012).
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Figure 01 : Apparence d’E. Faecium apres coloration de Gram Microscopie optique

Gx40 .

Sur le plan culturel, ils croissent sur des milieux nutritifs standards ainsi que sur des

milieux sélectifs comme 1’agar bile-esculine, en hydrolysant 1’esculine (Fisher &

Phillips. 2009). Ce sont des anaérobies facultatifs capables de se développer entre 10

°C et 45 °C, voire jusqu’a 50 °C pour certaines souches (Gilmore et al. 2014).

Métaboliquement, ils fermentent les sucres en produisant principalement de 1’acide,

sans formation significative de gaz, et leur capacité a hydrolyser 1’esculine en présence

de sels biliaires constitue un critére d’identification essentiel (Gilmore et al. 2014).

Ces propriétés leur conférent une remarquable adaptabilité, leur permettant de

coloniser aussi bien la flore intestinale que les milieux de culture en laboratoire (Fisher

& Phillips. 2009)
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Enterococcus faecalis

Figure 02 : Apparence macroscopique d’E. Faecalis sur gélose au sang .

4.2. Caractéres biochimiques :

Les entérocoques sont des bactéries Gram-positives du genre Enterococcus, largement
présentes dans la flore intestinale normale des humains et des animaux (Gilmore et
al.2013). Cependant, certaines souches peuvent devenir pathogeénes, notamment en
provoquant des infections nosocomiales, souvent en raison de leur capacité a
développer des résistances aux antibiotiques, ce qui complique leur traitement
(Garcia-Solache & Rice. 2019).Ces bactéries sont capables de fermenter divers
sucres, tels que le glucose, le lactose, le sucrose et le mannitol, un comportement
essentiel pour leur identification en laboratoire (Gilmore et al.2014).De plus, elles
sont catalase-négatives, ce qui les distingue des staphylocoques (Gilmore et
al.2014).Un autre critere diagnostique important est leur capacité a croitre dans un
milieu contenant 6,5% de Na CI, un environnement salé que peu d'autres bactéries
peuvent tolérer (Garcia-Solache & Rice. 2019). Les entérocoques peuvent également
hydrolyser I’esculine, produisant une coloration noire dans les milieux de culture, un
test qui aide a leur identification (Fiore et al.2014). Enfin, en raison de leur
métabolisme fermentaire, les entérocoques produisent de l'acide lactique a partir des
sucres qu'ils fermentent, ce qui constitue une autre caractéristique importante de leur

physiologie (Hanchi et al.2018).
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5. Role des entérocoques dans la santé publique et animale :

Les entérocoques, en particulier E. Faecalis et E. faecium, occupent une position clé
dans la santé humaine, animale et les écosystémes microbiens (Gilmore et al. 2014).
5.1. Role dans la santé animale :

Naturellement présents dans le tractus digestif des animaux, les entérocoques
contribuent a la digestion et a la modulation du systeme immunitaire (Silva et al.
2012). Toutefois, ils peuvent devenir pathogenes opportunistes, responsables de
mammites chez les vaches laitiéres, de septicémies chez les volailles et d’infections
urinaires chez les animaux de compagnie (Krebs et al. 2023). Leur aptitude a acquérir
des genes de résistance via des plasmides en fait une menace croissante en médecine
veterinaire (Torres et al. 2018).

5.2 Role dans la santé publique :

En milieu hospitalier, les entérocoques sont impliqués dans des infections
nosocomiales graves telles que les endocardites, les infections urinaires et les
septicémies (Levitus et al. 2023). Leur résistance a des antibiotiques critiques,
notamment la vancomycine, constitue un défi majeur pour les systémes de santé
(Levitus et al. 2023). De plus, ils peuvent transférer des génes de résistance a d'autres
bactéries, amplifiant le probleme de 1’ Antibiorésistance (Madani et al. 2024).

5.3. Role commensal :

En tant que bactéries commensales, les entérocoques colonisent 1’intestin humain et
animal, ou ils participent a la fermentation, a la production de vitamines et a la
compétition contre les pathogenes intestinaux (Madani et al. 2024). lls jouent aussi un
réle dans la maturation du systéme immunitaire et la régulation de la réponse
inflammatoire (Belkaid & Hand. 2014). Cependant, leur impact dépend fortement de
leur environnement et de leurs interactions avec d'autres microorganismes (Gilmore et
al. 2013).

5.4. Réle dans la transmission de la résistance aux antibiotiques :

Les entérocoques sont des vecteurs majeurs de dissémination des genes de résistance,
grace a des éléments génétiques mobiles comme les plasmides et les transposons
(Palmer et al. 2010). Cette transmission peut survenir entre especes, y compris vers
des pathogénes humains tels que Staphylococcus aureus, ce qui pose un enjeu global

en santé publique et environnementale (Palmer et al. 2010).

10




CHAPITRE I : Généralités sur les entérocoques.

6. Physiopathologie et pouvoir pathogéne des Entérocoques :

La virulence des entérocoques se définit comme 1I’ensemble des mécanismes et facteurs
qui permettent a ces bactéries de coloniser un hote, d’échapper aux défenses
immunitaires et de provoquer des infections (Sava et al. 2010), notamment grace a leur
capacité a former des biofilms, produire des enzymes cytotoxiques et résister aux
antibiotiques (Gilmore et al.2014).

Leur pouvoir pathogene est directement influencé par leurs nombreux facteurs de
virulence, leurs caractéristiques physiopathologiques et leur capacité a provoquer
diverses infections (Casadevall & Pirofski. 1999).

6.1. Facteurs de virulence des entérocoques :

Les entérocoques possedent plusieurs facteurs de virulence qui leur permettent de
survivre dans I'h6te et de provoquer des infections. Ces facteurs facilitent leur
Adheésion aux cellules hétes, leur colonisation et leur aptitude a causer des lésions
tissulaires (Arias & Murray. 2012).

6.1.1. Facteurs lies a la membrane :

6.1.1.1. Substances d'agrégation (adhésines) :

Les protéines de surface, telles que les protéines de surface entérocoquiennes (Esp) et
les adhésines, favorisent l'adhésion des entérocoques aux cellules et aux tissus de I'n6te
(Shankar et al.1999). Ces protéines jouent un rble clé dans la colonisation et la
formation de biofilms, lesquels permettent aux bactéries de se protéger contre le
systeme immunitaire et I'action des antibiotiques (Toledo-Arana et al.2001).

6.1.1.2. Cytolysine :

La cytolysine, une toxine produite par certaines souches comme E.faecalis, est
essentielle pour la virulence. Elle détruit les membranes cellulaires, provoque des
Iésions tissulaires et induit une réponse inflammatoire (Coburn et al.2007).Elle joue
également un rdle dans l'activation du systéme immunitaire, ce qui peut aggraver
I'infection (Tien et al. 2017).

6.1.1.3. Autres facteurs de virulence :

Parmi les autres facteurs, on trouve la production de hyaluronidase (qui aide les
bactéries a se propager dans les tissus) et la capacité a résister a des conditions
extrémes (acidité gastrique, antibiotiques), grace a des mécanismes de résistance

intrinséques (Finlay & Falkow.1997).Les entérocoques peuvent aussi produire des
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entérotoxines, impliquées dans I’inflammation et les symptomes cliniques (Fiore et
al.2019).

6.2. Caractéristiques physiopathologiques des entérocoques :

Les entérocoques possédent plusieurs caractéristiques physiopathologiques leur
permettant de survivre et de se propager efficacement dans I'hote.

6.2.1. Formation de biofilms :

Ces bactéries forment des biofilms sur les surfaces biologiques et les dispositifs
médicaux, ce qui leur confere une protection contre les antibiotiques et les cellules
immunitaires (Khalil et al.2022).

6.2.2. Resistance aux conditions extrémes :

Les entérocoques sont capables de resister a des environnements acides, aux sels
biliaires et a de fortes concentrations d'antibiotiques, ce qui leur permet de persister

dans l'intestin humain et de se propager en cas de dysbiose (Lebreton et al.2014).

6.2.3. Invasivite :

Les entérocoques peuvent franchir les barriéres épithéliales intestinales, provoquant
des infections dans des sites normalement stériles, tels que le sang ou les valves
cardiaques (Sava et al.2010).

6.2.4. Infection par translocation :

Lorsqu'il y a perturbation de la flore intestinale (due a des antibiotiques, des maladies
inflammatoires ou une immunosuppression), les entérocoques peuvent migrer vers

d’autres organes, provoquant des infections systémiques (Sangiorgio et al. 2024).

7. La pathogénicité des Entérocoques :

Les entérocoques sont responsables de diverses infections, notamment en milieu
hospitalier et chez les patients immunodéprimés. Leur pouvoir pathogene est souvent
lié a leur capacité a résister aux traitements antibiotiques et a leur réle dans les
infections telles que: infection nosocomial, infection urinaire et endocardite
infectieuse (Mundy et al.2000).
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1. Stratégies de résistance des entérocoques aux antibiotiques :
Les entérocoques, notamment E. faecalis et E.faecium, sont des bactéries a Gram
positif souvent résistantes aux antibiotiques, nécessitant des traitements adaptés. Les
pénicillines (pénicilline G, Amoxicilline) et les glycopeptides (vancomycine,
téicoplanine) inhibent la synthése de la paroi cellulaire, tandis que les aminosides
(gentamicine) agissent en synergie avec les béta-lactamines pour les infections graves
(Murray. 1990 ; Arias & Murray. 2012). Face aux souches résistantes a la
vancomycine (VRE), le linézolide et la daptomycine sont des alternatives majeures,
ciblant respectivement la synthése protéique et la membrane bactérienne (Arias &
Murray. 2015 ; Bayer et al. 2013). D’autres options, comme la Tigécycline ou les
associations (ceftriaxone + ampicilline), sont réservées aux cas complexes ou aux
allergies (Kristich et al. 2014). Cependant, I’émergence de résistances multiples,
surtout chez E. faecium, souligne I’importance de nouvelles molécules (oritavancine,

dalbavancine) et d’un usage raisonné des antibiotiques (Levitus et al. 2023).

2. Mécanismes de résistance :
2.1. Mécanisme de modification :

2.1.1. Résistance aux p-lactamines :

Les entérocoques peuvent développer une résistance aux P-lactamines (comme la
pénicilline et 'ampicilline) par la production de protéines de liaison a la pénicilline
(PLP) modifiées. Ces PLP ont une affinité réduite pour les P-lactamines, ce qui
empéche l'inhibition de la synthese de la paroi cellulaire (Rice et al. 2005).

2.1.2. Resistance aux glycopeptides : (vancomycine) :

La résistance a la vancomycine est souvent médiée par des genes de résistance, tels que
les génes *vanA*, *vanB*, *vanC*, etc. Ces genes codent pour des enzymes qui
modifient le précurseur du peptidoglycane, réduisant ainsi l'affinité de la vancomycine
pour sa cible (Levitus et al. 2023).

2.1.3. Resistance aux tétracyclines :

Les entérocoques peuvent acquérir des genes de résistance aux tétracyclines, tels que
*tet(M)* ou *tet(L)*, qui codent pour des protéines de protection ribosomale ou des

pompes d'efflux, empéchant l'antibiotique d'atteindre sa cible (Fiedler et al. 2016).
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2.1.4. Résistance aux aminoglycosides :

Les entérocoques peuvent acquérir des génes codant pour des enzymes modifiant les
aminoglycosides (comme la gentamicine), tels que les aminoglycosides
phosphotransférases ou adényltransférases. Ces enzymes modifient les antibiotiques,
empéchant leur liaison aux ribosomes (Hollenbeck & Rice. 2012).

2.2. Mécanisme d’inactivation :

2.2.1. Inactivation des B-lactamines par les B-lactamases :

Les entérocoques peuvent produire des B-lactamases, des enzymes qui hydrolysent le
noyau B-lactame des antibiotiques comme la pénicilline et I'ampicilline, les rendant
ainsi inefficaces. Bien que ce mécanisme soit moins fréquent chez les entérocoques
que chez d'autres bactéries, il a été observé dans certaines souches cliniques (Fiedle et
al. 2016).

2.2.2. Inactivation des glycopeptides (vancomycine) :

Bien que la résistance a la vancomycine soit principalement due a la modification de la
cible (D-Ala-D-Ala en D-Ala-D-Lac), certaines souches peuvent produire des enzymes
qui dégradent ou modifient la structure de la vancomycine. Ce mécanisme est moins
courant mais a été rapporté dans certaines études (Niu et al. 2016).

2.2.3. Inactivation des tétracyclines :

Les entérocoques peuvent produire des enzymes comme les *tétracyclines
inactivantes* (par exemple, TetX) qui modifient chimiquement les tétracyclines, les
rendant inefficaces. Ce mécanisme est souvent associé a des genes de résistance portés
par des plasmides ou des transposons (Forsberg et al. 2014).

2.2.4. Inactivation des aminoglycosides par des enzymes modifiantes :
Les entérocoques peuvent produire des enzymes qui modifient chimiquement les
aminoglycosides (comme la gentamicine et la streptomycine), empéchant ainsi leur
liaison aux ribosomes (Ramirez & Tolmasky. 2010). Ces enzymes incluent :

e Aminoglycosides phosphotransférases (APH) : ajoutent un groupe

phosphate a l'antibiotique (Ramirez & Tolmasky. 2010) .

e Aminoglycosides adényltransférases (AAD) : ajoutent un groupe adenyl a
I'antibiotique (Ramirez & Tolmasky. 2010) .

e Aminoglycosides acétyltransférases (AAC) : ajoutent un groupe acétyl a

I’antibiotique (Ramirez & Tolmasky. 2010) .
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2.2.5. Les pompes d’efflux chez les entérocoques :

Les pompes d’efflux jouent un réle clé dans la résistance des entérocoques aux
antibiotiques et leur adaptation a des environnements hostiles (Hollenbeck & Rice.
2012). En expulsant activement les antibiotiques hors de la cellule, elles réduisent leur
concentration intracellulaire et favorisent ainsi la résistance (Li & Nikaido. 2009). Ces
mécanismes sont souvent a I’origine de la résistance multi drogue (MDR), compliquant
le traitement des infections, en particulier en milieu hospitalier (Mirzaii et al. 2023).
Leur fonctionnement repose sur [’hydrolyse de I’ATP ou des gradients
électrochimiques (X.-Z. et al. 2015), et elles participent aussi a I’élimination des
toxines et au maintien de I’équilibre ionique, aidant les bactéries a survivre en
conditions de stress (Blanco et al. 2016). En outre, elles contribuent a la virulence en
permettant aux entérocoques d’échapper au systeéme immunitaire et de persister chez
I’hote (Garcia-Solache & Rice. 2019). De ce fait, elles constituent des cibles
prometteuses pour de nouvelles stratégies thérapeutiques contre la résistance (Blanco
et al. 2016).
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Matériels et Méthodes

1. Objectifs :

Cette étude vise principalement a caractériser phénotypiquement les souches

d’entérocoques isolées chez les ruminants a partir des échantillons de matiere fécale, et

d’évaluer leurs résistances aux antibiotiques.

2. Matériels :

Tableau 01 : Matériels utilisées au cours de la partie expérimentale.

Appareils Verreries Outils Les milieux de
cultures et réactifs
-Autoclave -Pipettes Pasteur -Anse de platine -Gélose BEA
-Balance électronique | -Flacons -Boites de Pétri -Gélose GN
-Bain Marie - Lames -Récipient (boites -Bouillon BHIB
- Etuves (incubateur) | -Verre a montre stériles) -Gélose BHI
-Refrigérateur -Becher -Ecouvillons - Gélose au sang
-Agitateur -Tubes a essai -Spatule (gélose sanguin)
-Seringue - Peroxyde
-Portoirs d’hydrogéneH202
-Bec bunsen - Violet de Gentiane,
-Casserole Lugol, alcool, fuschine
-Centrifuge tube - L’huile d’immersion
-Pince métallique - Disque oxydase
-Porte lames - Disques
-Pince en bois d’antibiotiques

3. Collecte des prélévements :

3.1. Durée et lieu d’étude :

Notre étude a été réalisée entre la période de 09 février au 20 mars 2025 au niveau de

laboratoire de Microbiologie de la faculté des sciences de la nature et de vie de

["université IBN KHALDOUN de Tiaret.
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3.2. Nature des échantillons et leurs sites de prélévement :

Dans le cadre de cette étude, nous avons réalisé 51 prélevements rectaux chez les

ruminants. Ces préléevements ont été effectués dans des fermes situés dans la commune
de Tiaret.

L'échantillonnage a été réalisé a l'aide des écouvillons, les différents examens utilisés
dans cette étude sont résumés dans le protocole expérimental suivant :
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Prélevement des échantillons

v

Isolement

v

Identification
macroscopique

Identification des isolats

v

Gélose BEA

\ 4

Identification biochimique

Test de capacité de

\ 4

Identification
microscopique

\ 4

Coloration de Gram

croissance a 6,5% en [«
Na ClI J

\ 4

Test de catalase

\ 4

[ Test d’hémolyse I

Caractérisation phénotypique des
souches isolées

\ 4

Test de thermo
résistance

v

Entérocoques

v
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Figure 03 : Protocole expérimental.

21

\ 4

Test gélatinase




Matériels et Méthodes

4. Analyse microbiologique des prélevements :

4.1. lIsolement des entérocoques sur la gélose bile esculine azide
(BEA) :

L’isolement des entérocoques a été effectué sur un milieu sélectif « gélose BEA ». Ce
milieu favorise la sélection des entérocoques grace a deux agents sélectifs : ’azoture
de sodium et la bile de beeuf. L’azoture de sodium inhibe la croissance de certaines
bactéries a Gram négatif, tandis que la bile de beeuf empéche le développement de
certains groupes de bactéries a Gram positif.

L’ensemencement de cette gélose se fait a partir des écouvillons qui contiennent des
échantillons qu’ils ont été pris de ruminants. Apres I’incubation des boites a 37C°
pendant 24 heures, les colonies caractéristiques d’entérocoques apparaissent sous
formes des petites colonies translucides, noires vers le marron entourées d’un halo

(noircissement) due a la dégradation de 1’esculine .

Figure 04 : Ecouvillonnage en stries serrés sur gelose BEA.

4.2. ldentification des isolats :

Le principe de l'identification repose sur une identification macro et microscopique

suivie d'une identification biochimique des isolats.
4.2.1. Identification microscopique (Coloration de Gram) :

Le principe de la coloration de Gram est de différencier entre deux grands groupes
bactériens les bactéries a Gram positif et les bactéries a Gram négatif. Ce test consiste
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préalablement & la réalisation d'un frottis bactérien, qui est préparé a partir des colonies
obtenues en culture pures, puis fixé et coloré selon la méthode de coloration de Gram
suivante :

1-Préparation d'un frottis bactérien avec une souche d'entérocoque pure.

A-Etalement : Etalement de la souche au surface de lame (2/3 du surface).

B- Sechage : élimination de goutte.

(15 a 20 cm a distance du bec bunsen).

C- Fixation : fixation du frottis sur la lame & l'aide de la flamme du bec bunsen

D- Coloration :

2- Recouvrir le frottis bactérien avec le colorant primaire : le violet de gentiane et le
laisser agir une minute.

3- Fixation du colorant avec le Lugol pendant une minute.

4- Décoloration a lalcool pendant 30s et rincer immédiatement a l'eau distillée
courante.

5- Recouvrir le frottis bactérien avec la fuschine et laisser agir 1 minute

6- Laver et sécher la lame.

7- Observation au microscope optique a (Gx40) puis I'immersion (Gx100).
L'observation au microscope a révélé des cocci a Gram positif colorés en violet en

forme de diplocoque ou de petites chainettes de cocci.

4.2.2. ldentification biochimique des isolats :
4.2.2.1. Test de la catalase :

La catalase est une enzyme présente chez la plupart des bactéries strictement aérobies
ainsi que chez les bactéries aéroanaérobies facultatives. Son r6le principal dans les
cellules bactériennes est d'empécher I'accumulation de peroxyde d'hydrogene (H,0,) a
des niveaux toxiques, produit lors des réactions d'oxydation.

Le test de la catalase consiste a déposer une goutte d'eau oxygénée sur quelques
colonies d'entérocoques placées sur une lame.

Un résultat négatif se manifeste par I'absence de formation de bulles d'oxygeéne,
indiquant une absence de réaction ce qui indique que les entérocoques possédent un
catalase négatif. Cette enzyme catalyse la conversion du peroxyde d’hydrogeéne en eau
et en oxygene qui se dégage selon la réaction :

2H,02 ———» 2H0 + O3
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4.2.2.2. Capacite de croissance a une concentration de 6.5% de Na CI

a une température de 45 C° :

Ce test permet de confirmer I’appartenance des bactéries au genre Enterococcus. En
effet, ces bactéries sont capables de se développer et résister a une concentration de 6,5
% de chlorure de sodium (Na CI) a une température de 45 °C. Pour réaliser ce test, il
suffit d’ensemencer quelques colonies caractéristiques d’Enterococcus dans un
bouillon BHIB contenant 6,5 % de Na CIl. L’incubation se fait a 45 °C pendant 24
heures. La présence d’un trouble bactérien apres cette période indique une croissance
positive.

4.2.2.3. Test de la thermorésistance :

Les entérocoques sont des bactéries thermorésistantes. Ce test consiste a préparer une
suspension bactérienne dans un bouillon BHIB, puis a la placer dans un bain-marie a
60 °C pendant 30 minutes. Apres ce traitement thermique, la suspension est incubee a
37 °C pendant 24 heures. L’apparition d’un trouble bactérien apreés 1’incubation

confirme la présente de la croissance des entérocoques.

5. Caracterisation phénotypique des souches isolées :

5.1. Recherche de la gélatinase :

La geélatinase est une enzyme capable de dégrader le collagéne en peptides ou en
acides aminés. Pour effectuer ce test, on utilise des boites de Pétri contenant une
gélose BHI enrichie en gélatine (3 %). Un ensemencement en stries a été réalisé a la
surface de cette gélose, suivi d'une incubation a 37 °C pendant 24 a 48 heures.
Ensuite, les boites sont placées dans le réfrigérateur a 4 °C durant 4 heures. Un
résultat positif se manifeste par l'apparition d'une zone claire autour de la strie

(blanchatre transparente).

24




Matériels et Méthodes

Figure 05 : Test de gélatinase sur gélose BHI.

5.2. Test de I'hémolyse

Les entérocoques se distinguent par leur capacité a dégrader les composants du sang.
Pour évaluer cette propriété, nous avons utilisé une gélose au sang frais (gélose nutritif
+ sang de mouton (5%), sur laquelle les souches a analyser ont éte ensemencées. Apres
une incubation a 37°C pendant 24 heures, la présence d'une zone claire autour des

colonies indique une activité hémolytique.

Figure 06 : Test de I’hémolyse sur gélose au sang.

6. Test de I’antibiogramme :
Les souches d’entérocoques isolées et purifiées ont été soumises a une sélection de
molécules antibiotiques (huit molécules d’antibiotiques de familles variées),

I’interprétation des résultats a été effectuée selon les directives du CLSI (2023) et du
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CASFM (2023). Les souches isolées d’entérocoques ont été repiquées sur la gélose
BEA et incubées pendant 24 heures & 37°C pour obtenir des cultures jeunes. Des
suspensions bactériennes ont été préparées dans une solution saline, avec une densité
optique ajustée entre 0.08 et 0.13 a une longueur d’onde de A=625nm.
L’antibiogramme a €té réalisé en ensemencant la suspension bactérienne sur des boites
de géelose Mueller-Hinton a I’aide d’écouvillons, en appliquant des stries serrées sur
toute la surface. Apres application des disques d’antibiotiques sur la gélose, les boites
sont incubées a 37°C pendant 24 heures. La lecture de I’antibiogramme se fait par la
mesure des diamétres des zones d’inhibition de la croissance bactérienne autour des
disques, permettant ainsi de classer les souches en sensibles, intermédiaires ou

résistantes selon les critéres du CLSI (2023).

Figure 07 : Réalisation d'un antibiogramme : (A) étalement de suspension bactérienne. (B)

Dépdt de disques d'antibiotiques.

7. Conservation des souches :
Apreés avoir été identifiés et codifiées, les souches d'entérocoques ont été conservees
sur la surface des milieux de gélose nutritive (GN) dans des tubes stériles sous forme

inclinées. Puis incubés dans a 37°C pendant 24 a 48 heures et conservé a 4°C.
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Figure 08 : Conservation des souches d'Enterococcus Spp.
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Résultats et Discussion

Résultats :

1. Prévalence des espéces d'Enterococcus dans différents types de
prélevements :

Durant la période du 09 février au 20 mars 2025 (1 mois et 15 jours), 51 prélevements
de matiére fécale des ruminants ont été prélevées au niveau des fermes de la commune

de Tiaret.

1.1. Isolement des entérocoques sur la gélose bile esculine azide (BEA)

Tableau 02 : Prévalence de la culture positive sur gélose BEA.

Nombre de .
Types Nombres de | Nombres des . Prévalence de
préléevements
d’espéces prélevements | prélevements . préléevements
) o positifs par o
animales analysés positifs positifs
Enterococcus Spp
Ovins 46 32 27 93,1%
Bovins 5 5 2 6,9%
Total 51 37 29 78,37%

Parmi I’ensemble des prélévements analysés, 37 ont été positifs révélant la présence de

colonies caractéristiques d’Enterococcus Spp., tandis que 8 prélevements sont avérés

négatifs. Apres les étapes successives de purification et d’identification des isolats, 29

culture ont été confirmés positifs pour le genre Enterococcus, soit une prévalence

globale de 78,37%. (Tableau 02).
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Figure 09 : Résultat positif de ’isolement des Entérocoques.

1.2. Identification des isolats :
1.2.1. Test de catalase :

Aprés avoir effectué un test de catalase sur 37 souches isolées, nous avons constaté que
08 souches possédaient une catalase positive et 29 souches ont été catalase négative.
La prévalence globale des souches a catalase négative a été estimee a 78,38%.

1.2.2. Identification microscopique (coloration de gram) :

La coloration de Gram constitue une méthode fondamentale permettant de différencier
les bactéries en fonction de la composition de leur paroi cellulaire. Les souches
d’Enterococcus Spp. Se présentent sous forme de cocci Gram positifs, observés en
violet au microscope grace a leur paroi riche en peptidoglycane, qui retient le colorant
violet apres la décoloration a I’alcool. Elles se disposent typiquement en paires ou en
courtes chaines, un agencement caractéristique qui les distingue des autres cocci Gram
positifs. L’analyse microscopique de ces caractéristiques morphologiques représente

une étape essentielle dans I’identification initiale des entérocoques en laboratoire.
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Figure 10: Coloration de Gram.

1.3. Identification biochimique des isolats :

1.3.1. Test de capacité de croissance a 6,5% de Na Cl et a une
température de 45°C :

Sur les 37 souches testées, 29 ont formé un trouble, ce qui indique que ces souches
possedent une capacité de croissance a une concentration de 6,5 % de Na Cl et a une

température de 45 °C.

e gy Sty e
S

W E=E B
B2 0 &

Figure 11 : Bouillon positif apres le test de capacité de croissance a
6,5% de Na Cl et a 45°C.
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1.3.2. Test de La thermorésistance :

Sur les 37 souches analysées, 29 se sont révelées positives, soit un taux de 78,38 %

(29/37). Ces souches présentent une thermoreésistance a 60 °C. Les 8 souches restantes

(21,62 %) se sont avérées négatives.

Figure 12: Bouillon positifs apres le test de la thermorésistance.

2. Caractérisation des facteurs de virulence :
2.1. Test de gélatinase :

Parmi I'ensemble des souches d'Enterococcus Spp isolées, 29 souches (78,38 %)

produisent de la gélatinase et 21,62% sont négatifs.

Gélatinase négative

Gélatinase positive

Figure 13 : Souches d'Enterococcus Spp. Gélatinase positive et négative.
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2.2. Test de I’hémolyse :

Parmi toutes les souches d’Enterococcus Spp isolées, 18 (62,1 %) se sont révélées
hémolytiques et 11(37,93%) sont révélées non hémolytiques.

Non Hémolytique |__» Hémolytique

—

Figure 14 : Souches d'Enterococcus Spp Hémolytiques et non hémolytiques

isolées chez les ruminants.

3. Résistance des souches d’entérocoques aux antibiotiques :
Aprés l'isolement et l'identification de souches pures d’Enterococcus Spp issues chez

les ruminants, leur sensibilité a huit antibiotiques de différentes familles a été évaluée.
Les résultats révelent des profils de résistance variables.
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Tableau 03 :

D’entérocoques Spp isolées chez les ruminants (n=29).

les taux de résistance, sensibilité et intermédiaire des souches

Les familles Souches sensibles SO SIOLIEES
Espéces des Antibiotique résistants Intermédiaires
2ln2es antibiotiques > Norenbr Taux Norenbr Taux Nor;br Taux
Glycopeptides TEC30 18 62.07% 11 37.93% 0 0%
Aminoside CN10 28 31,03% 1 3,45% 0 0%

(0) 0,

Tétracyclines TE30 7 24,14% 12 41,38% 10 34(1)218
RUMinants Bt AMP?2 9 0% 20 68,96% 0 0%
lactammes P10 18 | 6207%] 11 |37,93%] 0 0%
IMP10 20 3,45% 9 31,03% 0 0%
Strep:lggrami PT15 26 0% 3 10,34% 0 0%
Rifamycines RD5 11 6,9% 16 55,17% 2 6,9%

CN10 : Gentamicine AMP?2 : Ampicilline IMP10 : Imipenéme

TEC30 : Téicoplanine

TE30 : Tétracycline

P10 : Pénicilline

RD5 : Rifampicine

PT15 : Pristinamycine
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Figure 15 : Taux de résistance des Entérocoques Spp aux huit molécules

d’antibiotiques (N=29).
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LES FAMILLES DES ANTIBIOTIQUES
60
50
40
30
20
10
0 - !
Glycopeptides Aminoside Tétracyclines  Béta-lactamines Streptogramines  Rifamycines
u LES FAMILLES DES ANTIBIOTIQUES
Figure 16 : Taux de résistance des Entérocoques Spp aux familles
Pénicilline |k : —|  Rifampicine
Pristinamycine . — Téicoplanine
/,
Imipenéme — ; ; Gentamycine

Figure 17 : Profils de résistance de souche d'entérocoques Spp.
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4. Phénotypes de multi résistance :

Pour caractériser les phénotypes de multi résistance des souches d’Enterococcus Spp
isolées a partir des ruminants, nous avons d’abord établi le profil de résistance de
chaque souche.

Parmi les 29 souches testées, 72,41% se sont révélées multi résistantes.

Tableau 04 : phénotype de multi résistance des souches d’Entérocoques Spp. isolées

chez les différentes espéces des ruminants.

Phénotypes de multi resistance Nombre des souches isolées chez les ruminants

01 CN-TE-IMP 01

02 TEC-TE-IMP-P 03

03 TEC-TE-IMP-PT-P 03

04 AMP-TE-RD 06

05 TE-AMP-RD-P 04

06 TEC-TE-AMP-RD 01

07 TEC-TE-IMP 01

08 TEC-TE-IMP 01

Nombre total de souches multi résistance 20 (72,41%)
CN : Gentamicine AMP : Ampicilline IMP : Imipeneéme
TEC : Téicoplanine P : Pénicilline PT : Pristinamycine
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Discussion :

Les entérocoques sont des pathogenes bactériens significatifs, capables de coloniser
aussi bien ’Homme que les animaux, et sont considérés comme des agents infectieux
émergents chez les ruminants (Fisher & Phillips. 2009). lls sont particulierement
connus pour leur capacité a développer une résistance aux agents antimicrobiens, ce
qui représente une menace croissante en santé publique et vétérinaire (Arias &
Murray. 2012). Dans la région de Tiaret, aucune étude n’a encore été menée sur le
portage intestinal des entérocoques chez les ruminants. De telles recherches pourraient

cependant fournir des données épidémiologiques précieuses.

L’analyse des échantillons révele wune prévalence notable des souches
d’Enterococcus Spp. Sur un total de 51 prélevements, 78,37 % se sont averés positifs
pour ce genre. Ces résultats sont supérieurs a ceux rapportés par (Tugba. 2024) en
Turquie, qui a observé une prévalence de 60 % chez les ruminants. D'autres auteurs,
tels qu’(Uday Dessai et al. 2024) aux Etats-Unis et (EI-Zamkan et Mohamed.2021)
en Egypte, ont obtenu des fréquences respectives de 82 % et 32,3 %. En revanche, une
étude menée par (Zaidi et al. 2025) au Canada a rapporte une prévalence de 37 %,

nettement inférieure a nos résultats.

Ces écarts de prévalence d’Enterococcus Spp. dans les prélevements fécaux de
ruminants entre différentes régions pourraient s’expliquer par des disparités dans les
protocoles d’isolement, les facteurs géographiques, les modes d’¢levage et la

concentration des animaux (Jackson et al. 2005).

Sur le plan phénotypique, I’évaluation des facteurs de virulence a mis en évidence que
62,1 % des souches isolées (18/29) étaient hémolytiques. Ce résultat est supérieur a
celui rapporté par (Fikry et al. 2025), qui ont observé une proportion de souches
hémolytiques de 29,51 %.

Parmi les 37 souches d’Enterococcus Spp, 29 (78,38 %) se sont révélées gélatinase-
positives. Nos résultats sont comparables a ceux de (Tugba.2024) et (Morandi et al.
2024), qui ont rapporté des taux respectifs de 88 % et 92,8 %, légérement supérieurs
aux notres. En revanche, les études de (Golas-Pradzynska et al. 2022) (57,1 %) et

(Smoglica et al. 2022) (35,41 %) ont obtenu des prévalences inférieures.
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La résistance aux antibiotiques constitue une préoccupation majeure en santé publique,
notamment dans les infections & Enterococcus Spp. (Kayser. 2003). Des taux élevés de
résistance ont été observés pour I'ampicilline (68,96 %) et la Rifampicine (55,17 %),
supérieurs aux taux de résistance aux rifampicine rapportées respectivement par (Zaidi
et al. 2025), (Genis et al. 2024) (40%, 23,08%) et inferieur pour I’ampicilline 100%
rapporté par (Fikry et al. 2025). Ces résistances pourraient étre liées a 1’utilisation
intensive et non régulée d’antibiotiques en élevage, favorisant la sélection et la
dissémination de bactéries résistantes (Van Boeckel et al. 2015 ; Tang et al. 2017).
Toutefois, leur usage en médecine vétérinaire est strictement encadré pour limiter les
risques de résistance croisée (Fiedler et al. 2016), conformément aux

recommandations de I’OMS sur I’antibiothérapie raisonnée (OMS. 2017).

Pour les autres antibiotiques testés, les taux de résistance étaient modérés : 41,38 %
pour la Tétracycline, 31,03 % pour I’imipenéme, 10,34 % pour la Pristinamycine et
3,45 % pour la Gentamicine. Ces résultats sont inférieurs a ceux d’(Fikry et al. 2025),
(Genis et al. 2024) et (Morandi et al. 2024), qui ont rapporté respectivement des
résistances de 100 % et 85,7% pour la Tétracycline et I'imipenéme, mais similaires
pour la Gentamicine (0%). En revanche, (Golas-Pradzynska et al. 2022) n’ont détecté
aucune résistance a la téicoplanine, a I’ampicilline et a la Pénicilline, tandis que leurs
taux de résistance pour la Pristinamycine (100 %) et la Teétracycline (63 %) étaient

supérieurs aux notres.

En Pologne, les données publiées par (Skowron et al. 2025) ont révélée des taux de
résistance plus faibles que ceux observés dans notre étude, avec 0,8 % pour
I’ampicilline et 5,3 % pour I’imipenéme. Par ailleurs, en Italie, (Morandi et al. 2024)
ont rapporté un taux de résistance a la Pristinamycine (36,1 %) significativement plus
¢levé que nos résultats. Enfin, en Suisse, 1’étude de (Holman et al. 2021) a montré une
résistance a la Pristinamycine (93,2 %) supérieure a nos observations, tandis que le

taux de résistance a la tétracycline (31,6 %) était comparable.

Une comparaison avec des études portant sur d’autres especes animales révele un taux
de résistance de 43,6 % chez les lapins en Espagne et au Portugal (Gonzalez-Azcona
et al. 2025), contre 33,8 % chez les volailles en Hongrie (Kerek et al. 2025), valeurs

inférieures a nos observations. En revanche, dans la région de Tizi-Ouzou, les taux
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rapportés par (Agrane et al. 2023) étaient supérieurs pour la Tétracycline (90,67 %) et

similaires pour la Pénicilline (37,28 %), mais inférieurs pour I’ampicilline (7,62 %).

Aux Etats-Unis et en Iran, les études de (Kabir et al. 2024) ont montré des résistances
plus ¢élevées pour la Tétracycline (54 %) et 'ampicilline (75 %), tandis que le taux
pour I’imipenéme (22 %) était comparable. En Iran, les résistances a la Pénicilline (95
%) et a lampicilline (89 %) d’aprés (Nouri & Asadpour. 2023) dépassaient

également nos résultats.

Un taux élevé de résistance aux antibiotiques chez les ruminants suggére un risque
important de transmission zoonotique des entérocoques multi résistantes (Hammerum.
2012). La colonisation du tractus intestinal par les entérocoques constitue un réservoir
important pouvant étre a I’origine d’infections humaines, et représente un facteur de

risque significatif dans la survenue d’infections invasives (Mundy et al. 2000).
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Conclusion

Les entérocoques sont des bactéries commensales du tube digestif, présentes a la fois
chez ’Homme et chez les animaux. Sur le plan clinique, E. faecalis et E. faecium sont
les deux especes les plus fréquemment isolées chez 1’étre humain. Leur role dans la
physiologie intestinale, conjugué a leur potentiel pathogéne, en fait des

microorganismes d’intérét majeur en sant¢ humaine et animale.

L’objectif principal de cette étude était d’isoler des entérocoques a partir de matieres
fécales de ruminants, de caractériser phénotypiquement les isolats a travers la détection
de deux facteurs de virulence — I’hémolyse et I’activité gélatinolytique, et d’évaluer
leur role potentiel en tant que membres du microbiote intestinal ou en tant que
pathogénes opportunistes. Par ailleurs, une analyse de leur profil de résistance aux
antibiotiques a ¢té réalisée afin d’estimer leur contribution éventuelle a la

dissémination de la résistance antimicrobienne.

Les résultats ont mis en évidence une résistance marquée a I’ampicilline et a la
rifampicine, ainsi que des niveaux de resistance relativement éleves a la tétracycline, a
la pénicilline et a la téicoplanine. En revanche, les taux de résistance les plus faibles

ont été observés pour I’imipenéme, la Pristinamycine et la gentamicine.

La caractérisation phénotypique a permis de détecter la présence des deux facteurs de
virulence étudiés, a savoir ’hémolyse et la gélatinase, chez une partie des souches
isolées. Ces résultats soulignent la nécessité¢ d’un suivi rigoureux de 1’utilisation des
antibiotiques en élevage, compte tenu de leur implication dans la sélection et la
propagation de souches bactériennes multi résistantes. 1l devient donc impératif de
renforcer les stratégies de gestion et de rationalisation de 1'usage des antimicrobiens

dans la production animale.

Enfin, cette étude ouvre des perspectives de recherche innovantes pour une meilleure
maitrise des infections a entérocoques en milieu d’élevage. Parmi celles-ci figurent la
caractérisation moléculaire des genes de virulence et de résistance (par PCR et
séquencage), la conduite d’études épidémiologiques a plus grande échelle, I’évaluation
du risque zoonotique, ainsi que le développement d’alternatives aux antibiotiques. Une
approche intégrée combinant microbiologie, épidémiologie et génomique s’avére

indispensable pour une gestion durable de ces pathogénes émergents.
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Conclusion

En somme, cette étude jette les bases de recherches approfondies sur les entérocoques
chez les ruminants. Une approche intégrée, alliant microbiologie, épidémiologie et
outils moléculaires, sera indispensable pour une gestion durable et efficace de ces

pathogenes, tant en médecine vétérinaire qu’en santé publique.
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ANnexes

Annexe 1 : Composition et préparation des milieux de culture utilisés

Milieu GN :
Pour 1litre de milieu :
SGRIOSE NUETILIT ...t st sr e 289

-stérilisation a 1’autoclavage a 121 °C /15min.
Bouillon BHI (Brain Heart Infusion Broth) :

Pour 200 millilitre de milieu :

=Y 11T 7,49
- EXUrait CORUT-COIVEIIR «uureettteiiiiiieetiteeieieanenseneiiieeeeesesessssscecsssnnnnsssnnens 17,5¢
- Peptone pancréatique de gelatine c.uieeiveiieieeereiieeniinrenceecsensensonsescnssnsanes 109
-Chlorure de SOOIUM. . eceiieiieiieiiiiniietneieteetaeceesensessescnsansescnsssonssnsossnssnses 5¢
- Phosphate di SOIQUE. . eeeeeetieteeeeeentieteeeerenransensansensessnsansossssnscnsssnsanses 2,50
= GlUCOSE. tuteiniiniieiitiiitieeieeetinteaceeensentesssnsossessnsansessnsonsansossssnssnsansons 29

Preparation : 37g par litre d'eau distillée. Stérilisation a l'autoclave a 121°C/15min.

Bouillon BHI (Brain Heart Infusion Broth) + 6.5% de NaCl :

Pour 200 millilitre de milieu :

0 BHIBuuurtreieiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeteeeeeeeeeessessssessssssssssssssssssnsnrsseniees 7,49
® N Cliuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiitieeieententeecesensensessensassescnsansansessnsansiiiens 13g
= EXUrait CORUT-COIVEIIB e etttitiiiiiennttteeeeeeennesssseeesssnnnssseeisessssenssnnssseens 17,59
- Peptone pancréatique de gelating ....c.oeeuveieieiiiiiiiiieiiiiiieieiininiieneneen. 10g
~ChIorure de SOOIUM...ucueieiieiieeneieiinteeeeeententensensencescscnsensonsessnscnsancaneians 5¢
- Phosphate di SOIQUE..eeeeenteateeeeeeatieeeeeereneencensensensessnsescescnsansancesansens 2,50
= GlUCOSE. tetieteeinetirenetiateeeeatanseseansansessosnsansonsssnsansosnssnsssssnsnssnnsnsons 29

Préparation : 379 par litre d'eau distillée. Stérilisation a l'autoclave a 121°C/15min.
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Gélose BHI (Brain Heart Infusion Broth):

- Extrait coeur-CerVEIIE. c.uuiniiiiiiiiiiiiiiiiiiteitieenetenrenecensenscencanionnses 17,5¢
- Peptone pancréatique de gélating v.ueeveeeeeereieieiiieeiaenieecnereecnseeeasnseennnss 109
0101 (o] U1 =00 (3o o | [0 1 4 IS 59
- Phosphate di SOOIQUE..eeeeeeieeteeiieentietiererenrensensensensessnsonsessscnssnssnsonsns: 2,50
] 1ol 0 T 29
Ao | 15¢

Preparation : 57g par litre d'eau distillée. Stérilisation a l'autoclave a 121°C/15min.

Geélose Muller-Hilton :

-Hydrolysat acide de CaSEINE..cceeiieieereeenrenteerentenseesnsensessscnssnsansosssnsonnes 17.5g
SINTUSION 08 VIANUE. . tuiieiiiiiiieiieieiiiiateeteseeesssntensessesonssnssscessnsansonsonnes 29
= AMIAON SOIUDIE. cueeeieiaiiiiiiiiiiiieiiirreeeeetieteeceecnseaseasescnsansnnsenn. 1.5¢
- AQar DaCtErIOlOgIQUE. cieeereeieiieeieeeeintenteaceensensescesensansessessnsansessnscnsnnss 17g

Préparation : 38g par litre d'eau distillée. Stérilisation a l'autoclave a 121°C/15 min.

Gélose au sang :

-Mélange Spécial de PEPLONES..cueeeereeereatreeeeenrereerenteecescnssnsansescnsansansonsnnn. 239
SAMIAON. t e tteiieitintiaeeeeeeenteaceecesensansessescnssnsesssssnsonsossessnsansassessnssnssnsens 19
~ChIorure de SOOIUM .. .ueuiieiieiieeneiiinteeeeeetentensensencescsensansescesonsansansancenss 5¢
- R 10g

-Préparation : 40g par litre d'eau distillée. Stérilisation a l'autoclave a 121°C/15 m

- sang de mouton (5%)
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Tableau 05 : Résultats de ’antibiogramme pour chaque souche d’Enterococcus Spp

isolée.
ATB
TEC30 | CN10 TE30 AMP2 RD5 IMP10 PT15 P10
Souches

ov7 S R R S S R S S
F3 7ans R S R S S R S R
M7 7ans R S R S S R S R
Bvf 3 R S R S S S S S
M4 4ans R S R S S R S R
M2 2ans R S R S S R R R
F21 8ans R S R S S R R R
F9 4ans R S R S S R R R
M6 7ans R S R S S R S S
F20 9ans R S R R S R S S
Br 9ans S S | R | S S S
Br 5ans S S S R R S S S
Br 3ans S S S R R S S S
Br 5mois S S S R R S S S
Br 4mois S S S R R S S S
Br lans S S | R R S S R
Br 2ans R S R R R S S R
Br 3ans S S S R R S S S
Br 9mois S S I R R S S R
Br 39 S S I R S S S S
Br 41 S S I R R S S S
Br 42 S S I R R S S S
Br 44 S S I R R S S S
Br 45 R S R R R S S R
Br 46 S S I R R S S S
Br 47 S S I R | S S S
Br 49 S S S R R S S S
Br51 S S I R R S S R
Vache S S S R R S S S

Ovin (n=27) I : intermédiaire
Total bovin (n=2) R : résistance Br : brebis.
(n=29) F: femelle. S: sensible Bvf: bovin

M: male.
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