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Résumé

L’objectif de ce travail est I’isolement et 1’identification morphologique et biochimique des
espéces de Yersinia recherchées. Le genre Yersinia appartient a la famille des
Enterobacteriaceae. 1l comprend dix-huit especes, trois d’entre elles sont pathogénes pour
I’étre  humain. Quatre souches de Yersinia enterocolitica et deux souches de
Yersinia frederiksnii ont été isolées durant la période Mars-Juin 2019. Les résultats obtenus
montrent que I’enrichissement dans de 1’eau péptonée a +4°C pendant 15 jours suivit du
traitement alcalin par KOH a 5% et I’isolement sur milieu Mac Conkey a 30°C pendant 48h,
s’est révélé étre une méthode efficace pour 1’isolement de quelques espéces de Yersinia a
partir des échantillons environnementaux (eaux et sols des lacs). Ces especes présentent les
caractéristiques suivantes : bacilles & Gram négatif, oxydase -, catalase *, lactose °, glucose *,
gaz , HyS -, uréase *, indole ¥, TDA , réduisent les nitrates en nitrites, RM *, VP °, mannitol *,
carbone. Ces résultats nous ont permis de détecter la présence de Yersinia dans les lacs et les
sols de Djebel El Ouhch et EI Meridje.

Les mots clés : Yersinia, sols et eaux de lacs, Djebel EI Ouahch, EI Meridje, isolement.



Abstract

This work aims to isolate and describe on both the morphological and biochemical side for
some species of Yersinia. The genus Yersinia belong to the family of Enterobacteriaceae,
which contains eighteen species, three strains of it are pathogenic to humankind during the
period extended between June-March 2019. Two species of Yersinia frederiksnii and four of
Yersinia enterocolitica has been isolated. The obtained results prove that the enrichment in
the peptone broth at 4°C for 15 days, followed with an alkaline treatment with KOH at 5%
and the isolation in Mac Conkey medium at 30°C for 48h is revealed to be an effective
method to isolate some species of Yersinia beginning with environmental samples (lake’s soil
and water). This species has the following characteristics: small Gram negative bacilli,
oxidase -, catalase *, lactose °, glucose *, gas , H,S °, urease *, indole ¥, TDA ~, reducing
nitrates to nitrites, RM *, VP °, mannitol *, mobility ~ at 37°C, ONPG *, ADH °, ODC *, and
without the use of citrate as single source for carbon. The previous results enabled us to detect
the presence of Yersinia in the lake’s soil and water located in Djebel EI Ouahch and El
Meridje.

Key words: Yersinia, soil and water’s the lake, Djebel EI Ouahch, EI Meridje, isolation
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INTRODUCTION

Les entérobactéries doivent leur nom au fait que ce sont des hdtes normaux ou
pathogenes du tube digestif des animaux notamment de I’homme, ce sont des bacilles a Gram
négatif, aéro-anaérobies facultatifs, mobiles par des flagelles péritriches ou immobiles, cette
famille est hétérogene car elle se compose d’environ trente genres, certains sont des bactéries
commensales comme Escherichia et d’autres sont des parasites pathogénes comme Shigella,

Salmonella et Yersinia [1].

L’historique de Yersinia remonte aux années1884 ou Yersinia pseudotuberculosis été
isolé des cochons d’Inde comme agent responsable de tuberculose-like ; Dans les années 1894
le bactériologiste francais Alexandre Yersin fut isolé 1’agent responsable de la peste a Hong-
Kong, nommée apres Yersinia pestis. Dans les années suivantes I’isolement et la
caractérisation des plusieurs especes de Yersinia ont lieu. En 1944 le nom de Yersinia fut

proposé en I’honneur d’ Alexandre Yersin [2].

Ce genre fait partie de la famille des Enterobacteriaceae, dont il partage certaines
caractéristiques : bacille a Gram négatif, aéro-anaérobie facultatif, absence de capsule et de
sporulation, il englobe dix-huit espéces, seules trois d’entre elles sont pathogéne pour
I’homme : Y .pestis, Y. psoudotuberculosis et Y. enterocolitica, I’espece Y. Wauterssi est
considérée comme une espéce pathogéne pour I’homme mais nécessite d’étre confirmée.
Quatre autres espéces sont pathogénes d’animaux: Y. ruckeri pour les poissons et
Y. entomophaga pour les insectes, Y. bercovieri et Y. kristensenii pour les souris [3], [4], [5].

Pour les dix autres especes Y. frederiksenii, Y. massiliensis, Y. intermedia,
Y. molaretii, Y. aldovae, Y. rohdei, Y. alksiciae, Y. similis, Y. nurmii, Y. pekkanenii, sont

considérées comme des bactéries non pathogenes [6], [7], [8], [9].

Les Yersinia sont des germes trés répondus dans la nature, il existe un réservoir animal
tres diversifié (mammiféres, oiseaux, poissons, insectes) mais sont également retrouvées dans

les eaux et dans le sol [10].

Malgré le danger et la gravité de cette bactérie sur la santé humaine et animale, en
Algérie, cette bactérie n’est pas recherchée en raison de la difficulté de son isolement et de la

particularité de ses caractéres culturaux [11].
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Plusieurs géloses sélectives ont été proposees comme CIN, Mac Conkey, YM et CAL

mais 1’isolement direct sur milieu sélectifs est rarement concluant. [12]

J’usqu’a ce jour il n’existe pas un milieu de culture spécifique pour Yersinia qui
permet un isolement de 100% [11].

C’est dans ce contexte général que nous avons été amenées a entreprendre le présent

travail.
L’objectif de notre travail est :

1. L’isolement de Yersinia dans les eaux et le sol des lacs de Djebel El
Ouahch et EI Meridje qui sont considérées comme des endroits publics naturels.
2. La réalisation d’une identification présomptive en se basant sur le

phénotype biochimique a I’aide d’une série de tests.

Notre manuscrit comporte trois parties en premier, la synthése bibliographique
ayant pour but de situer le travail dans son contexte scientifique, une deuxiéme présente
le matériel et les différentes méthodes mise en ceuvre afin de caractériser les souches de
Yersinia et les résultats obtenus sont discutés dans la troisieme partie, cette derniére se

termine par une conclusion finale qui soulignera les perspectives de ce travail.
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SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

Chapitre 1 : Les entérobactéries

Les entérobactéries constituent une famille bactérienne hétérogene composee

d’environ trente genres de bactéries et de plus de cent espéces [1], [13].

Les entérobactéries sont des bacilles, Gram négatif, aérobies-anaérobies facultatifs,
mésophiles (la température optimale de développement est entre 24 et 37°C), elles sont
immobiles ou mobiles par flagelles péritriches [13], [14].

Figure 01 : Observation microscopique de la morphologie des entérobactéries X100

(Le genre Klebsiella) [15].
1. Habitat :

Ce sont des bactéries ubiquitaires, leur présence dans le tube digestif de I’homme et
des animaux a sang chaud en fait un trés bon marqueur de la contamination fécale des eaux,

des végétaux et d’autres produits alimentaires [1].

2. Classification :

La classification des principaux genres appartenant a la famille des entérobactéries
est représentée dans le tableau 01.
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Tableau 01 : La classification des principaux genres appartenant a la famille des

Enterobacteriaceae [16].

Domaine Bacteria

Phylum Proteobacteria
Classe Gamma-proteobacteria
Ordre Enterobacteriales
Famille Enterobacteriaceae
Enterobacter
Escherichia
Klebsiella

Proteus
Salmonella
Serratia

Shigella
Citrobacter
Erwinia

Yersinia

Genre

3. Pouvoir pathogéne :

Les genres de cette famille sont en majorité des pathogenes du tube digestif humain, et

d’autres sont des colonisateurs normaux [1].
4. La résistance aux antibiotiques :

L’évolution des résistances des antibiotiques est un phénomene réel, il expose a des

difficultés de prise en charge thérapeutique des infections.

Le taux de résistance élevé aux principales classes d’antibiotiques ,I’augmentation de
la résistance entre 2005 et 2012 de 29,1 a 51,6% pour les Céphalosporines, de 29,2% a 44%
pour la Ciprofloxacine, I’'Imipénéme, I’ Amikacine et la Fosfomycine étaient les molécules les
plus actives avec respectivement 1,3%, 12,9%, 13,4% des souches d’entérobactéries

résistantes[17].

5. Les caractéres biochimiques des Enterobacteriaceae :

Les entérobactéries ont une oxydase néegative, catalase positive, des besoins
nutritionnels relativement simples et fermentent les sucres (le glucose généralement) en divers

produits finaux, la plus part réduisent les nitrates [14].




SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

Le tableau 02 montre les principaux caractéres biochimiques de certains genres

d’entérobactéries.

Tableau 02 : Quelques caractéristiques des genres sélectionnés parmi les Enterobacteriaceae

[16].
Sl |28 g =] 8 | s
e 3 < 3 = Z =
Caractéres /Genres s | 5| e| 5|8 2| &|¢c|¢s]|¢E
ElS 55| f 2|2z 83
RM + + + + + + (+) ) +
VP - - - - d (379) (+) + +) +
Production de I’indole (+) d - d d d d - ) ()
Utilisation de Citrate - - +) | + d (O N I G I N B ) I
H,S - - (+) | d (+) - - - (+) -
Uréase - - - +) | + d | 6 - -
R-galactosidase (+) d d + - + (+) + + +
Gaz & partir de glucose + - +) + + Ol H |6 d
Acide & partir de lactose + - () d - G| & © d d
Phénylalanine désaminase - - - - + - - ) ) -
Lysine décarboxylase (+) - (+) - - (| &) d - d
Orinithine décarboxylase | (+) | d + | +) | d d - (+) - d
Mobilité d - (+) + + (37°) - + + +
Liquéfaction de la gélatine | - - - - + ) - d d | ()
%GC 48- 49- 50- 50- 38- 46- 53- 52- 50- 52-
0 59 53 53 52 41 50 58 60 54 60
Taille du génome (Mb) ‘;g 4.6 ‘259' Nd | Nd | 46 | Nd | Nd | 51 | 51
+ : Présent. ; - . absent.
(+) : généralement présent  ; (-) : généralement absent.
- (37°C) : réaction négative 37 C  ; Nd : Non déterminé ; génome pas encore sequence.

d : variation entre souches ou espéces dans la possession de ce caractére.
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Chapitre 2 : Le genre Yersinia

1. Historique

Le 20 juin 1894 le francais Alexandre Yersin a identifié et isolé a Hong-Kong le

bacille de la peste.

En I’honneur de ses découvertes le nom de Yersin a été associé au genre Yersinia en
1944 [7].
2. Définition

Le genre Yersinia appartient a la famille des Enterobacteriaceae, ce sont des bacilles a
Gram négatifs, aéro-anaérobie facultatifs, non sporulants, non capsulés, mobiles a 25°C et non

mobiles a 37°C a I’exception de Yersinia pestis (immobile a toute les températures).

Le genre Yersinia capable de se multiplier & des basses et hautes températures (4" a
42°C), la température optimale de croissance entre 25" et 30°C, le temps de la division

cellulaire deux heures, le pH compris entre 5 et 9,6.

Ce genre est disposé généralement en diplocoques [10], [18].
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Figure 02: Observation microscopique de la morphologie de I’entérobactérie

Yersinia pestisX100 [19].
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3. Classification
La classification du genre Yersinia est représentée dans le tableau 03.

Tableau 03: Classification du genre Yersinia [16].

Domaine Bacteria

Phylum Proteobacteria

Classe Gamma proteobacteria
Ordre Enterobacterial
Famille Enterobacteriaceae
Genre Yersinia

Ce genre comprend 18 especes : Y. pestis, Y. enterocolitica, Y. pseudotuberculosis,
Y. wautersii, Y. reckeri, Y. entomophaga, Y. frederiksenii, Y. kristensenii, Y. intermedia,
Y. bercovieri, Y. molaretii, Y. aldovae, Y. rohdei, Y. alksiciae, Y. similis, Y. massiliensis,

Y. nurmii, Y. pekkanenii [8].
4. Habitat

Les Yersinia se trouvent dans I’eau, le sol sur les végétaux, ainsi que dans le tube

digestif ou les déjections des animaux ou humains malades, ou porteurs sains [10].
5. Les caractéres culturaux

Aspect des colonies en téte d’épingle en 24h sur le milieu de culture gélose au sang,

\

aspect en ceuf sur le plat & 48h sur le méme milieu [20].

Figure 03 : Morphologie coloniale de la bactérie Gram négatif Yersinia pestis cultivée

pendant 72h sur une gélose au sang [21].
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6. Caracteres biochimiques

Plusieurs réactions biochimiques sont utilisées dans I’identification biochimique du genre

Yersinia
(Tableau 04).

Tableau 04 : Principaux réactions de diagnostic utilisées pour la distinction des principaux

genres d’entérobactéries. (Le genre Yersinia) [17].

Tests

e &

o ©

8 | 3 E =
o o e e %)

(&) © — ©
=2 | 2 e © Q 8 &
s | 2|8 8|58 |8, |88 (2|8
b <8} = ; 3 o] ® S @ = © £ g <
@ 2 |3 |2 |8 |=z|8 |88 |22 |8 |C|=
R|ILla|Ble|J|O0O|0|E|55|38 |55 |8 |0
Genre I (D> | £ |2 |0 | X |O|Do|xe |Do | < | <
Yersinia | + i i + i + ) ) i + ) _ | 46-
50

+ :mobile a température ambiante, immobile a 37°C.
+ : résultat positif, - : résultat négatif.

7. Les especes de Yersinia

7.1. Yesininia pestis

Yesinia pestis a été découverte le 20 juin 1894, par le médecin francais Alexandre

Yersin, au cours de la troisieme pandémie de la peste [7].

Yesinia pestis est 1’agent pathogene qui provoque la peste, est une entérobactérie
appartenant au genre Yersinia, ovoide et parfois coccobacille, avec un diametre varie entre
0.5um et 0.8um et une longueur entrel et 3um Gram négatif, non sporulée, intracellulaire

facultative, strictement mobile quelle que soit la température [7], [23].

Yersinia pestis appartient au groupe des bacilles peu résistants aux facteurs

environnementaux (les températures éleveées, la dessiccation et la lumiére solaire) [24].
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Cette entérobactérie est un parasite des animaux et de 1’homme, elle est capable de
vivre dans deux habitats principaux ; I’estomac de différentes espéces de puces (vecteur) et le
sang et les tissus de rongeurs sauvages [24], [25].

Cette bactérie se transmet par une piqure d’une puce infectée (transmission indirecte)

ou par contact avec une personne ou un animal infecté (transmission directe) [23].
7.1.1. La peste:

Trés ancienne maladie, une zoonose causée par 1’entérobactérie Yersinia pestis, elle a

provoquée plusieurs millions de morts. Cette maladie a trois principales formes cliniques :
La forme pulmonaire: peut survenir a la suite d’une infection respiratoire primitive.

La forme bubonique : est la forme la plus observée, aprés une période d’incubation de 2 a 8
jours la maladie se déclare, caractérisée par quelques symptdmes (fievre, maux de téte,

malaise ...etc.).
La forme septicémie : complique un bubon ou une pneumonie primitive [7], [23].

Yesinia pestis peut étre mis en culture a partir de sang d’expectoration ; d’aspiration de
bubon et de liquide céphalo-rachidien, tous les prélevements doivent étre effectués avant le
début de I’antibiothérapie, le diagnostic sérologique et la détection de ’ADN par PCR
(polymérase Chain réaction) est possible [7], [23].

7.2. Yersinia pseudotuberculosis :

Connu depuis 1883 en médecine veétérinaire, a été nommé le bacille de Malassez et
Vignal, en 1954 Masshoff et Knapp ont attirés 1’attention sur le role que ce bacille jouait en

pathologie humaine [26].

Y. pseudotuberculosis est un coccobacille a Gram négatif appartient a la famille des

entérobactéries [27].

Grace a 97% d’homologie de I’ADN de Y. pseudotuberculosis avec Y .pestis; la
Yersinia pseudotuberculosis aurait été le précurseur de bacille de la peste et est considérée

comme un modéle d’évolution bactérienne ainsi qu’une homologie avec Y. enterocolitica

[28].

Les infections de Y. pseudotuberculosis sont tres répondues en hiver [29].

9
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Elle est tres répandue chez les animaux de ferme, les rongeurs sauvages, les lapins, les

cerfs, et les oiseaux [30].

Les épidemies dues a Y. pseodotuberculosis ont été rapportées. En Europe du nord et
de I’est. Ces épidémies généralement ont été associées a des produits crus. La source de
contamination n’est pas claire et c’est le produit qui peut étre contaminé lors du traitement par

les rongeurs sauvages. La distribution de cette bactérie est dans le monde entier. [31], [32].

Y. pseudotuberculosis cause la yersiniose ou la pseudotuberculose. La maladie

provoque une entéropathie aigué, cette maladie comprend deux phases :
La phase aigué qui dure jusqu'a 3 semaines et la phase arthritique qui dure jusqu'a 6 mois.
La population a risque est: les enfants, les jeunes adultes et les immunodéprimés [32].

Cette bactérie se transmit par contact avec les animaux ou les personnes infectées, par
la consommation des aliments et de 1’eau contaminés. La transmission par des produits

sanguins infectés et la transmission nosocomiale sont possible [33].

Cette espéce est recherchée dans les cultures d’échantillon de selles ou dans les
échantillons d’environnement contaminés, les cultures peuvent étre enrichies a froid en les
placant dans un bouillon tamponné au phosphate et en les incubant a 4°C pendant 7 jusqu'a

14 jours.

Le diagnostic par PCR en temps réel est un moyen pour distinguer 1’infection dans les
aliments [30].

7.3. Yersinia enterocolitica

En 1934 Yersinia enterocolitica fut décrite aux Etats-Unis par Mclver et Pike, comme

une probable nouvelle espéce.

En 1939 Schleifstein et Colmen décrivent cette bactérie comme proche de yersinia
pseudotuberculosis, et ils la nommerent des 1943 Bacterium enterocoliticum, de nombreux

nom lui furent attribues, jusqu’a 1964 elle prend le nom Yersinia enterocolitica [34], [35].

Yesinia enterocolitica appartient au genre Yersinia et a la famille des

Enterobacteriaceae. C’est une bactéric & Gram négatif, aérobie anaérobie facultative, mobile,

10
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non sporulée, intracellulaire facultative. Un petit bacille avec un diametre varie entre 0.5um et

0.8um et une longueur entrelpum et 2um.

Cette espéce est résistante au froid (psychrophile) et est capable de proliférer a la
température des réfrigérateurs 4°C. Leur génome a une taille de 4,6 Mb.

L’espéce Yersinia enterocolitica est subdivisée en 5 biotypes (1A/1B, 2, 3, 4,5) et 76
biosérotypes. Les principaux biosérotypes observés sont : 4/0:3, 2/0:9 et 2/0O:5.

Yersinia enterocolitica est responsable de la yersiniose ; elle provoque une entérite
s’accompagnant de fievre, diarrhées parfois sanguinolentes, des crampes abdominales et des

vomissements [36], [53], [54].

Cette infection peut étre plus grave chez les enfants de moins de dix ans, et les

personnes immunodeprimées [8], [18].

Les principaux réservoirs de cette espece sont les porcs, les rongeurs, les volailles et

quelques mammiferes [35].

La transmission est par voie fécale-orale a partir de I’ingestion d’eau contaminée par
des matiéres fecales ou des aliments contaminés comme la viande de porc et ses produits

dérivés, ou bien par le contacte directe avec des animaux ou personnes infectés [35].

Yersinia enterocolitica est recherchée principalement par coproculture ou par
hémoculture (a partir du sang), autres tests sont possible comme le diagnostic moléculaire par

la recherche de gene cible et le diagnostic sérologique [18].

En générale D’infection par cette espece guérit d’elle méme chez les personnes

immunocompétentes [37].

Les caractéres d’identification des espéces les plus fréquemment rencontrées chez le

genre Yersinia sont montrés dans le tableau 05.

11
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Tableau 05 : Résumé des caractéres d’identification des especes les plus fréquemment
rencontrées chez le genre Yersinia [17].

Caractéres

Y. pestis

Y. pseudotuberculosis

Y. enterocolitica

Mobilité a 28°C

=+

Mobilité & 37°C

Uréase

=+

Indole

RM & 28°C

RM a 37°C

+| +

VP a28°C

VP a37°C

Citrate de Simmons a 28°C

Citrate de Simmons a 37°C

Malonate

Citrate de christensen

NO3;_,NO,

Fermentation glucose

Gaz en glucose

H,S (Kkligler)

TTR

TDA

LDC

ODC

ol

ADH

ONPG

ol

PNPX (B-xylosidase)

Lipase (tween80)

ADNase

Gélatinase

Polypectate

Acidification de :

Glucose

+|+|+|a|a]:

Glyceérol

L-arabinose

+|la| +

+ |+

D-arabinose

D-xylose

+

L-xylose

Adonitol

Galactose

Fructose

Mannose

Sorbose

Rgamnose

Dulcitol

Cellobiose

Maltose

Lactose

Mélibiose

Saccharose

Tréhalose

[oR o N ]

Raffinose

Inositol

Mannitol

Sorbitol

+ |+ |+

12
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+ : Résultat positif. - . Résultat négatif
b : certaines souches de Y.pestis en primo culture sont uréase positive.
*: les souches du sérotype IV de Y.pseudotuberculosis sont positives.
d : variable.
d/b : variable selon le biotype.
d* : variable selon le sérotype IV de Yersinia pseudotuberculosis.
-/+ : négatif dans la majorité des cas.
+/b : positif sauf le biotype 5.
7.4. Yersinia ruckeri

Yersinia ruckeri est une espéce bactérienne appartient au genre Yersinia donc c’est une

entérobacterie & Gram négatif en forme batonnet [38].

Yersinia ruckeri est naturellement présente dans 1’hydro-écosystéeme aux Etats-Unis et
au Canada [3].

Cette bactérie est responsable de la maladie de la bouche rouge chez la truite arc-en-
ciel [3].

La souche 2396-61 est désignée comme la souche type de I’espece, elle a été isolée la

premiére fois en 1978 [39].
7.4.1. La maladie de la bouche rouge

La maladie de la bouche rouge (ERM : Enteric Red Mouthe disease) est une maladie
septicémique grave touche principalement les salmonidés causée par 1’agent pathogéne
Yersinia ruckeri, ce dernier a constamment cause des pertes économiques dans 1’aquaculture
depuis sa premiére description dans la vallée de Hagerman, dans 1’Idaho, aux Etats-Unis,

dans les années 1950 [40], [41].

La maladie tire son nom des hémorragies sous-cutanées, elle peut causer aux coins de

la bouche, des gencives et de la langue [38].

13
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Cette bactérie peut étre détecté par plusieurs méthodes: méthodes biochimiques

classiques, méthodes sérologiques et aussi par des méthodes moléculaires [38].
7.5. Yersinia mollaretii

C’est une espéce qui semble a Yersinia enterocolitica, nommeée en 1’honneur de Henry
Mollaret [42].

En 1978 Bercovier, et al ont désignés le biogroupe 3A d’aprés des échantillons
d’écosystéme terrestre, apres des années de recherche génétique et sérologique et biochimique
se groupe été séparé de Yersinia enterocolitica et proposé comme une nouvelle espece sous le

nom de Yersinia mollaretii [43].

Cette espéce a été isolée de: 1’étre humain, la nourriture, I’environnement, elle n’est

pas considérée comme pathogeéne pour I’homme.
La taille du génome de cette espéce est de 4,65Mb avec un GC% égale a 49,1 [62].
7.6. Yersinia intermedia

Elle a été séparée de Yersinia enterocolititica par Brenner et ses collégues en 1980.
Elle a été nommée Y. intermedia car elle posséde des propriétés intermédiaires entre celles de

Y. pseudotuberculosis et Y. enterocolitica [45].

C’est une bactérie a Gram négatif, définie biochimiquement et génétiquement, elle

contient plusieurs biotypes, elle n’est pas considérée comme un germe pathogeéne.

Les bactéries appartient a cette espece ont été isolées de I’environnement, des animaux

de la nourriture et de I’homme. La souche type est 3953 [45], [46].
7.7. Yersinia fredriksnii

Yersinia fredriksnii a été séparée de Yersinia enterocolitica en 1980 par Brenner et ses
collegues. Elle peut provoquer des infections gastro-intestinales surtout chez les

consommateurs du lait non pasteurisé [47], [48].

Les souches de cette espece sont largement répandues dans la nature et ont été isolées
chez I’homme, plusieurs especes de mammiferes, dans I’eau, dans le sol et d’autres aliments,

I’identification correcte au niveau de 1’espéce était de 41,7% (5 del2 souches) [49].

14
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7.8. Yersinia krestensenii

C’est une espece bactérienne a Gram négatif, définie biochimiquement et

génétiquement, elle a été séparée de Yersinia enterocolitica en 1981 [6], [50].

Elle infecte les souris et secrete une bactériocine qui a une activité inhibitrice pour
Yersinia enterocolitica. La souche type est 105(=CIP80-30) [6], [9].

7.9. Yersinia aldovae

Elle a ét¢ nommeée Yersinia enterocolitica-like GroupeX2, elle a été isolée chez des

poissons et a partir des milieux aquatiques.

Grace aux tests biochimiques et génétiques ce groupe a été proposé comme une
nouvelle espece sous le nom de Yersinia aldovae.sp.nov [51], [52].

A un génome d’une taille de 4,47Mb avec un GC% de 47,7%. Elle a 4145 génes. La
souche type de cette espece est CNY6005, elle a été isolée la premiere fois en 1984 [53].

7.10. Yersinia rohdei

C’est une espece isolée des excréments des chiens et d’étres humains, des eaux de

surface, elle a été considérée comme biovars de Y. enterocolitica.

La souche type est H271-36/78, elle a été isolée la premiere fois en 1987, a une taille
du génome de 4,37Mb avec un GC% égale a 47% [54], [55], [56], [57].

La pathologie de Y. rohdei sur la santé publique et la santé animale est inconnue [58].
7.11. Yersinia bercovieri

C’est une bactérie a Gram négatif, cette espéce a été séparé récemment de Y.
enterocolitica et identifié comme une nouvelle espéce. Elle produit une entérotoxine
thermostable qui a une activité biologique chez les souris. Les souches de cette espece ont été
isolées pour la premiére fois par Bercovier et al en 1978.

En 1988 Wauters et al ont proposés le nom de Y. bercovieri. Cette bactérie se trouve
dans les aliments crus, les échantillons environnementaux et elle a été isolée également chez

des patients souffrant des diarrhées [5].

Cette espéce est aussi nommeée Yersinia enterocolitica 3B [59].
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7.12. Yersinia aleksiciae

C’est une espeéce a Gram négatif, coccoide rond, grace aux etudes génotypiques et a la
comparaison avec les autres espéces du genre Yersinia que cette espece a été proposée en

2005 comme une nouvelle espéce.

Le nom de Yersinia aleksiciae a été proposé en I’honneur du professeur Stojanca
Aleksic. Elle a été isolée du monde entier et elle est considérée comme une bactérie de la flore
digestive. Elle a un GC% égale a 48,1.La souche type est Y159(T) [60], [61].

7.13.Yersinia massiliensis

Elle a été isolée la premiére fois en 2008 dans I’ecau douce a Marseille, en France, le

nom de Y. massiliensis veut dire Massilia ancien nom romain de Marseille en France [61].

Yersinia massiliensis une entérobactérie a Gram négatif, coccobacille avec une
longueur de 2,23um et une largeur de 0.85um, mobile a 28°C avec un a deux flagelles de
6,75um, mésophile (la température de croissance entre 28-37°C), elle est considérée comme
une bactérie non pathogéne [61], [62].

La souche type est 50640", elle a été isolée dans une unité de dialyse du systéme de

distribution d’eau dans un hdpital a Marseille [61].
Y. massiliensis a un génome de 4,99Mb et une teneur de GC de 49,3% [61], [62].

Le séquencage presque complet du gene de I’ARN 16S (1461bp), a montré que cette

espece présente une similarité avec Y. mollaretii, Y. bercovieri et Y. frederikseni [61].
7.14. Yersinia similis
Sont des petites cellules coccoides, rondes, mobiles appartient au genre Yersinia.

Le nom similis veut dire similis = similar, ce genre présente une grande similarité a
Yersinia pseudotuberculosis, cette similarité ne peut pas étre détecté par les tests

biochimiques classiques [63], [64].

Yersinia similis correspond au type génétiqgue G4 de Yersinia pseudotuberculosis
identifi¢ précédemment qui n’est probablement pas pathogéne car il ne possede pas les
facteurs de virulence typique de Yersinia pseudotuberculosis. Cette espece a eté isolée chez

plusieurs animaux sains [63], [64].
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La souche type de cette espece est Y228T, elle a été isolée la premiére fois en 2008
chez un lapin en Allemagne, a une taille du génome de 4,9Mb et une teneur de GC de 47%
[64], [65].

7.15. Yersinia entomophaga

Elle a été isolee pour la premiere fois en 2011chez des larves de Coléoptere en New-
Zélande, C’est une bactérie a Gram négatif, non sporulée, mésophile (la température de
développement entre 25 et 42°C) a une morphologie cellulaire qui présente deux formes ; les
batonnets mesurant 0,7um de large et 1,7um de long, tandis que des cellules plus grandes et
allongées de 1um de large et allant de 20 a 60um de long avec un a trois flagelles péritriches.
C’est une espece pathogéne pour les insectes, elle tue un grand nombre des espéces de

Coléopteres [4].

La souche type de cette espéce est la souche MH96(T), a une teneur en GC de 49,3%.
L’ARNr 16S la plus similaire a celle de MH96(T) est celle de la souche type Yersinia
mollaretii (98,5% de similarité) [4].

Cette bactérie a un intérét pour la protection des plantes contre les insectes nuisibles
par la production des substances qui ont une activité biopesticide [66].

7.16. Yersinia nurmii

Une entérobactérie en forme batonnet, elle a été isolée la premiére fois a partir d’un

morceau de viande de chair en 2011, elle posséde un génome de taille de 4,1Mb [67].

Cette bactérie a un profil phénotypique differe de celui des autres représentants du
genre Yersinia, mais le plus semblable a celui de Yersinia ruckeri, les marqueurs de virulence
typique de Yersinia pathogéne n’ont pas été détectés. La souche type de cette espéce est
APN3a-C(T) [67], [68].

7.17. Yersinia pekkanenii

C’est une bactérie a Gram négatif, ronde, avec un diametre de 1-3um. elle a été isolée
de la salade. Le nom de Yersinia pekkanenii est proposé en I’honneur de Timo Pekkanen. Elle
a un GC% égale a 47,5%. La souche type est AYV7.1KOH,(T), elle a été isolée la premiére
fois en 2011 [69].

17



SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

7.18. Yersinia wautersii

Elle a été isolée la premiere fois en 2014, et elle est considérée comme une souche de

Yersinia pseudotuberculosis [70].

Savin, et al 1’ont proposée comme une nouvelle espece sous le nom de
Yersinia wautersii. La détection de géne de virulence sur le plasmide pYV et pVM82, montre

que cette espéce est pathogene [70], [71].

Les caractéres biochimiques de certaines especes du genre Yersinia sont représentés

dans le tableau 06.
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Tableau 06: Les caracteres biochimiques de certaines especes de Yersinia [4], [67], [69].

Caracteres 112 |3|4|5|6 |78 9 |10 |11 |12 | 13 | 14
Sorbose - + - + + + + + - + + + - +
D-Xylose -+ ] - - - -+ ] - - + |+ - + |+
Esculine - + - - - - + + -l - - - +
Salicine I I N N € IR I TN A I G I IR B 5 T O I € I T B
Cellobiose T 0N U R R R
Lactose o L S % E I B (G N At U I U [
Raffinose + | + - - + - - - - - - - - -
Glycérol S R G T A I I + + + - +
Citrate + + - - + + + + + + - - - +
Inositol -+ ] - - -+ ]+ - N GOREGREGEEE +
Sorbitol S e I S - + |+ |+ - +
Mélibiose + | + - - + - - - - - - - - -
Rhamnose - + - - - + |+ | + - - - - - -
ONPG + + + + + - + + + + + + + +
Saccharose + |+ - + | + - + - + + - - G
L-Arabinose S I R A S N T S A S - + |+ |+ |+ |+
L’hydroly 3¢ - + - + |+ |+ |+ |+ - + + + + +
de I'urée
Lysine i i + ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) }
décarboxylase
,Omlthme + + + + + + + - + + + + - +
décarboxylase
Voges- + | + - - - + |+ - + - - - - -
proskauer
Laproduction | | | _ | _ | _ | _ | 4| . ) ) Ll ] s
d’Indole
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Les éspeces:1l, Y. entomophaga;2, Y. intermedia;3, Y. ruckeri;4,Y. bercovieri;5,
Y. rohdei ;6, Y. aldovae ;7, Y. fredriksnii ;8, Y. similis ;9, Y. nurmii ;10, Y. mollaretii ;11,

Y. krestensenii ;12, Y. alekcisiae ; 13, Y. pekkanenii ;14, Y. massiliensis.
+ . positive.

- : négative.

(+) : faiblement positive.

(-) : faiblement négative.
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Chapitre 3 : L’isolement de Yersinia

Les Yersinia ont des caracteres culturaux particuliers (croissance plus lente que celle
des autres Entérobactéries), qui rendent parfois difficile leur isolement & partir d’un
échantillon polymicrobien comme les selles, donc 1’utilisation de techniques de pré-

enrichissement et de milieux sélectifs améliore I’isolement de ces bactéries [72].

1. Les milieux d’enrichissement :

1.1. L’eau peptonee (EP) :

Compose de peptone, NaCl et du phosphate disodique et monosodique, ce milieu est
utilise comme milieu de pré-enrichissement et d’enrichissement sélectif pour plusieurs

entérobactéries comme Salmonella et E. coli.

On a pu montrer que pour mettre en évidence de nombreux germes dans les selles, les
prélevements fécaux sont enrichis dans une solution de tampon phosphaté ou du bouillon
peptoné a une température de + 4°C pendant 3 a7 jours, on favorise ainsi la multiplication de
Yersinia [11].

1.2. Le tampon phosphaté salé + Mannitol (PBSM) :

C’est une autre modification du tampon phosphaté salé (PBS) auquel on rajoute du
mannitol & 1%, ce qui confére a ce bouillon d’enrichissement un rendement élevé pour

I’isolement de Y. enterocolitica dans les selles [73], [74].
1.3. Le tampon phosphaté salé + Sorbitol +Sels biliaires (PBSSB) :

Ce milieu est utilisé pour I’enrichissement de Salmonella, il a été montré par Wauters
en 1973, c’est le tampon phosphaté salé (PBS) utilis¢é communément pour 1’enrichissement a
froid de Yersinia. Ce tampon a été additionné de sorbitol et de sels biliaires dans le but de
favoriser 1’enrichissement de Y. enterocolitica au dépend des autres microorganismes et de

diminuer la période d’incubation [75], [76].
1.4. Bouillon rappaport modifié + carbénicilline (MRBC) et le milieu ITC :

Ce milieu contient plus de MgCl, et moins de vert de malachite que le milieu original,
il a été additionné d’une faible quantité de Carbénicilline, antibiotique auquel les sérotypes

O:3etO:9deY. enterocolitica sont toujours résistants, ce qui lui confere 1’usage réserve
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pour la recherche de ces sérotypes et qui ne nous empécherait pas d’étendre son usage a tous

les sérotypes de Y.enterocolitica.

Wauters, et al en 1984, ont développés un nouveau bouillon d’enrichissement ITC
dérivé du bouillon rappaport modifié (MRBC), supplémenté d’Irgasan, Ticarcilline et en
chlorate de potassium, Irgasan : antiseptique Triclosan actif sur les champignons et les
bactéries a Gram positif, Ticarcilline : antibiotique a large spectre, appartenant a la famille des
Pénicilline [75].

2. Les milieux d’isolement :
2.1. Milieu Hektoen :

Gélose aux sels biliaires, lactosé, saccharosé, contenant de la salicine, utilisée
communément pour ’isolement des entérobacteries, ce milieu permet la différenciation des

entérobactéries pathogénes [77].
2.2. Le milieu Mac Conkey :

L’utilisation de ce milieu est recommandée pour isoler et dénombrer les
entérobactéries dans les eaux, le lait, les matieres alimentaires et dans les urines. Il peut aussi
étre utilisé pour la recherche des entérobactéries pathogenes dans les matieres fécales. Toutes
les Enterobacteriaceae y cultivent le cristal violet inhibe la croissance des bactéries a Gram
positif [78].

2.3. Le milieu CIN (Cefsulodine-Irganan-Novobiocine) :

Un milieu semi-sélectif conforme a la norme NFISO10273 est considéré a ce jour
comme le milieu de référence pour I’isolement de Yersinia, il provoque une bonne spécificité
pour la détection de Yersinia apres incubation a 28°C, la lecture est effectuée a 24heures et a
48 heures [12].

Ce milieu contient des sels biliaires, du cristal violet, d’irgasan et d’antibiotiques
(Cefsulodine et Novobiocine) qui inhibent le développement des bactéries a Gram positif et la
plupart des bactéries a Gram négatif.

La sélection du milieu est due a la présence de ces substances. C’est pour cela qu’il est
le plus inhibiteur vis-a-vis de la flore entérique normale et que son pouvoir récupérateur pour

Yersinia enterocolitica était satisfaisant [79].
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2.4. Le milieu YM ou milieu YERSINIA :

Milieu proposé par Soltesz puis modifié par Brewer, contenant de 1’hydrolysat de caséine et
de la peptone servant de sources de carbone et d’énergie respectivement une sélectivité lui est
conféré, par ailleurs, par ces autres composants tels que :I’oxalate de sodium qui élimine la
croissance des batonnets a Gram négatif particulierement Proteus et Psodomonas, les sels

biliaires inhibent les bactéries a Gram positif [80].
2.5. Le milieu CAL ou milieu Cellobiose-Argenine-Lysine :
Ce milieu contient un disaccharide : le Cellobiose et deux acides aminés : 1’ Arginine et la

Lysine. L’identification des colonies de Y. enterocolitica sur ce milieu est basé sur la
morphologie et ’aspect des colonies qui permettent la différenciation avec les autres bactéries
trouvées dans les eaux et les selles et ceci grace a la fermentation ou non de Cellobiose et de
la décarboxylation ou non de 1’argenine ou de la lysine [81].

3. Méthodes alternatives ou autres méthodes de détection :

La plus par des méthodes alternatives ou autres méthodes de détection de Yersinia sont
couteux et prennent beaucoup de temps.

» Meéthodes immunologiques : test d’agglutination, Elisa...
» Méthodes de biologie moléculaire : PCR, Ribotypage RAPD, RFLP...
» Méthodes de typage : Biotypage, Sérotypage, lysotypage [12].
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1. Objectif d’étude

Le but de notre étude est I’isolement et 1’identification morphologique et biochimique
de Yersinia sp, a partir des échantillons (eaux et sols des lacs de Djebel EI Ouahch et El

Meridje). La figure 04 montre le site de prélévement.
2. Lieu d’étude

Notre travail a été effectué durant la période Avril-Juin de 1’année 2019, au niveau de
laboratoire de la Microbiologie de la faculté des Sciences de la Nature et de la Vie (Université

des Freres Mentouri, Constantinel).

3. Echantillonnage

3.1. Lieu de préléevement :

Les prélevements ont été effectués a partir d’eaux et de sols de quatre lacs, situés dans
des zones naturelles biologiques, dont trois parmi eux sont situés dans la forét de Djebel El
Ouahch, et le quatrieme dans la région de ElI Meridje comme les figures 04, 05 et 06

montrent.

©

Parc Djebel —
El QOuahch——

- -

2r

vi3s

> Mmin /
El Meridje

Figure 04 : site de prelevement a Djebl EI Ouahch et EI Meridje. [82]
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Figure 06 : Les trois lacs de la forét de Djebel El Ouahche.

3.2. Prélévement des échantillons :

Les échantillons d’eaux ont été prélevés dans des flacons stériles et les échantillons de
sols (sol brun, humide) dans des boites de Pétri stériles, dans un intervalle du temps inferieur

de dix minutes, comme représenté dans la figure 07.

Les échantillons du sol ont été prélevés aprés avoir enlevé 3cm de la couche

superficielle.

Les échantillons ont été conservés pendant 12 heures dans un réfrigérateur pour
fournir des conditions isothermes de 4°C.
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L’analyse des échantillons (eaux et sols) a été réalisee le lendemain de

I’échantillonnage.

Lac 2 Lac 3 Meridje

Figure 07 : les quatre prélévements (eaux et sols) a partir des quatre lacs différents.

4. Enrichissement et I’isolement de Yersinia
4.1. Enrichissement :
L’eau:
» 40 ml d’eau sont ajoutés a 100 ml d'eau péptonée, puis le mélange est placé au
réfrigérateur a 4° C pendant une durée maximum de 15 jours. (figure 08).
(Annexe 1)

Meridje

Figure 08 : les enrichissements eau de lac en eau péptonée.
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Lesol :

» 1 g de sol est ajouté a 5 ml d'eau péptonée, puis le mélange est placé au

réfrigérateur a 4° C pendant une durée maximum de 15 jours. (figure 09).

Figure 09: les enrichissements du sol de lac en eau péptonée.

4.2. L’isolement :

4.2.1. Isolement direct :

A partir de la suspension bactérienne enrichie et incubée pendant 15 jours & + 4°C, on
préleve 0.1 ml a I’aide d’une pipette Pasteur, qui sera déposée sur le milieu Mac Conkey,
I’ensemencement se fait en surface, par la méthode des cadrans. L’incubation a 30°Cpendant
48 heures.

4.2.2. lIsolement aprés décontamination par KOH a 5% :

1ml du bouillon d’enrichissement est rajouté a Sml de solution de KOH a 5% et laisser
pendant quelques secondes.

0.1ml est prélevé et déposé sur le milieu Mac Conkey, 1’ensemencement se fait en
surface, I’incubation est réalisée a 30°C pendant 48 heures [82] (Annexe 1).

5. ldentification macroscopique et microscopique des souches

L’identification est basée essentiellement sur [D’étude des caractéristiques

macromorphologiques et micromorphologiques des souches.
5.1. Examen macroscopique

L’examen macroscopique des cultures est effectué sur le milieu Mac Conkey, apres

ensemencement et incubation a 30°C pendant 48 heures.
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L’¢étude macroscopique des colonies isolées permet d’identifier la taille des colonies,
la forme, la couleur, I’élévation, la transparence, la consistance, ainsi leur capacité a fermenter

le lactose.
5.2. Examen microscopique

Apreés I’examen macroscopique et 1’observation des colonies obtenues sur la gélose

Mac Conkey, on réalise une coloration de Gram des colonies suspectes. (Annexe 04)

L’observation sous microscope optique au grossissement X100, nous a permis de

déterminer le Gram des bactéries isolées, leur forme et leur regroupement.

6. ldentification biochimique

6.1. Test d’oxydase

La Cytochrome oxydase ou oxydase est une enzyme de la chaine respiratoire
bactérienne qui catalyse des réactions d’oxydation, en présence d’oxygeéne ambiante cette
enzyme peut oxyder un substrat incolore (méthyle du para-méthyléne-diamine) en un produit

oxydé coloré en rose violace.

La recherche de 1’oxydase est un test fondamental pour I’identification des bacilles a

Gram négatif.
e Latechnique
Le réactif peut se trouver sous deux formes :

% Soit en solution : sur une lame, déposer un carré de papier filtre et ’imbiber d’une
solution fraiche.

0,

% Soit sous la forme d’un disque pré-imprégné par le réactif.

Dans les deux cas, écraser avec une pipette Pasteur boutonné et stérile une colonie de

la bactérie a étudier.

e Lalecture
% Si la colonie prend une teinte rose violette => la bactérie possede une oxydase (test
positif).
% Si la colonie reste incolore => la bactérie ne posséde pas une oxydase
(test négatif) [12].
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6.2. Test de catalase

La catalase est une enzyme présente chez la plupart des bactéries aérobies strictes et

aérobies facultatives.

e Latechnique
¢ Sur une lame propre et séche déposer une goutte d’eau oxygénée, a I’aide d’une

pipette Pasteur boutonnée et stérile puis ajouter 1’inoculum bactérien.

X/
°e

Ou bien au contact d’une colonie isolée déposer une goutte d’eau oxygénée.

e Lalecture

X/
°e

Apparition de bulle ; dégagement gazeux de dioxygene => la bactérie posséde une
catalase (test positif).

¢+ Pas de bulles => la bactérie ne possede pas une catalase (test négatif) [12].

6.3. Le milieu mannitol-mobilité
Ce test permet de lire :

La fermentation du mannitol : les bactéries mannitol positif acidifient le milieu qui

vire au jaune (teinte acide du rouge de phénol).

La mobilité : du fait de la faible teneur en agar du milieu, les bactéries mobiles
peuvent s’y déplacer (les bactéries aérobies strictes ne cultivent pas dans la profondeur, leur

mobilité ne pourra pas étre lue).
La réduction des nitrates en nitrites et la production de gaz (CO,).

e [’ensemencement
% Par piqure centrale a I’aide d’une pipette Pasteur boutonnée, puis incuber 24 heures a
25°C et 37°C pour la recherche de Yersinia.

6.4. La recherche de la nitrate réductase

Le bouillon nitraté est un bouillon de culture permettant la recherche de

’utilisation de lion nitrate par certaines bactéries.

e Lalecture

R/

% Si les nitrites sont présents ils donnent une réaction colorée rose, en présence d’acide

sulfanilique (Nit I ) et de naphtylamine (Nit1I).
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% En absence de nitrites, il faut rechercher la disparition des nitrates par addition de
poudre de zinc ; en effet le zinc réduit les nitrates en nitrites, deux cas sont possibles :
> Coloration rouge : les nitrates encore présents dans le milieu ont été réduit en
nitrite par le zinc=> la bactérie ne possede pas la nitrate réductase (test
négatif).
> Pas de coloration : les nitrates du milieu ont été réduit par les bactéries=> la
bactérie posséde la nitrate réductase (test positif) [12].
6.5. La galerie APl 20 E

APl 20 E est un systeme standardis¢ pour I’identification des entérobactéries
comprenant 21 tests biochimiques miniaturisés, elle comporte 20 microtubes contenant des
substrats déshydratés, les microtubes sont inoculés avec une suspension bactérienne qui
reconstitue les tests, les réactions produites pendant la période d’incubation se traduisent par

des virages colorés spontanés ou révélés par 1’addition de réactifs. (Annexe 05)

e Latechnique

% Préparation de I’inoculum

Prélever une colonie d’une souche pure et I’introduire dans 5ml d’eau distillée stérile,

en réalisant une suspension de 0,5Mac Farland.
% Inoculation de la galerie AP120 E

Avec la micro pipette introduire la suspension bactérienne dans les microtubes de la
galerie. Pour les tests CIT, VP et GEL, remplir tube et cupule. Pour les autres tests remplir
uniquement les tubes, et pour les tests ADH, LDC, ODC, H,S, URE créer une anaérobiose, en

remplissant leur cupule d’huile de paraffine stérile.

La galerie doit étre remplie d’eau pour former une chambre humide, fermer la boite

d’incubation et la placer dans 1’étuve a 37°C pendant 18 a 24 heures.
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RESULTAT ET DISCUSSION

1.

Identification bactériologique

1.1. Examen macroscopique

Aprés I’ensemencement sur le milieu gélos¢é Mac Conkey et incubation pendant

48 heures a 30°C, les caractéres macroscopiques des souches isolées sont résumées dans le

tableau suivant. (Tableau 07).

Tableau 07 : Description macroscopigue des souches étudiées.

La La taille | Laforme La La Transparence La L’élévation
souche de la couleur | surface consistance
colonie
Colonie Rondea | Incolore | Lisse Translucide Crémeuse | Légérement
S1 moyenne bord convexe
circulaire
S2 Grosse Ronde a | Incolore | Lisse Translucide Crémeuse | Légérement
colonie bords convexe
circulaire
S3 Grosse | Rondesa | Incolore | Lisse Translucide Crémeuse | Légerement
colonie bord convexe
circulaire
sS4 Grosse Ronde & | Incolore | Lisse Translucide Crémeuse | Légerement
colonie bord convexe
circulaire
S5 Grosse Ronde a Rose Lisse Opaque Crémeuse | Légérement
colonie bord convexe
irrégulier
S6 Grosse Ronde a | Incolore | Lisse Translucide Crémeuse | Légérement
colonie bord convexe
circulaire
S7 Colonie Ronde a | Incolore | Lisse Opaque Crémeuse Convexe
moyenne bord
circulaire
S8 Grosse Ronde & | Incolore | Lisse Translucide Crémeuse | Légerement
colonie bord convexe
circulaire
S9 Grosse Ronde a | Incolore | Lisse | colonie opaque | Crémeuse Plates
colonie bord au centre, et
irrégulier translucide sur
les bords
S10 Grosse Ronde a Rose Lisse Translucide Crémeuse Plates
colonie bord
irrégulier
S11 Colonie Ronde a | Incolore | Lisse Opaque Crémeuse Convexe
moyenne bord
circulaire
S12 Grosse Ronde a Rose Lisse Opaque Crémeuse Convexe
colonie bord
circulaire
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L’aspect macroscopique des souches sur milieu Mac Conkey est représenté par la

figure 10.

Figure 10 : Aspect macroscopique des souches sur milieu Mac Conkey.
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1.2. Examen microscopique

La coloration de Gram a révélé que 1’ensemble des colonies isolées sur Mac Conkey

sont des bactéries a Gram négatif, en forme bacille (coccobacilles) comme illustré dans la
figure 11.
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Figure 11: Aspect microscopiques des souches isolées apres coloration de Gram X100 a
immersion.
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2. ldentification biochimique
2.1. Test d’oxydase

Toutes les souches isolées sont oxydase négative sauf une seule souche (S11) qui est

une oxydase positive possédant I’enzyme oxydase.

La réaction positive s’est traduite par 1’apparition d’une coloration violette a I’endroit

ou la colonie a été déposee. (Figure 12).

N’ e

Oxydase + Oxydase -

Figurel2: Révelation du test oxydase.
2.2. Test de catalase

Toutes les colonies testées sont catalase positive, dont la présence se manifeste par un

dégagement de bulles d’air, dés leur contacte avec 1’eau oxygénée. (Figure 13).

Ls
\

,

Catalase - Catalase +

Figure 13: Résultat du test catalase.
2.3. Test de nitrate réductase

Apres 1’ajout des réactifs Nit I et NitlIl, la coloration reste jaune, donc 1’addition de

poudre de zinc est nécessaire pour interpréter ce test.

Apres I’ajout de poudre de zinc la coloration reste toujours jaunatre ce qui confirme
que toutes les souches étudiées possédent la nitrate réductase (nitrate réductase positive), la
coloration rouge n’est pas apparue puisque les nitrates (NO’3) sont dégradées jusqu’au stade
de diazote (N,), comme montré dans la figure 14.
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Figure 14 : Résulta du test nitrate réductase positif apres 1’ajout de poudre de zinc.

2.4. Test de mannitol mobilité

> La fermentation du mannitol

Le virage de P’indicateur coloré rouge de phénol du rouge au jaune indique une

acidification du milieu par la fermentation de mannitol.

Les souches étudiées présentent divers aspects certaines sont mannitol positif et

d’autres sont mannitol négatif.
> La mobilité

Aprés incubation 24 heures a 37°C la culture est apparue tout au long de la piqgdre

seulement (pas de diffusion de la souche).

Donc les souches étudiées sont des souches immobiles a 37°C et mobile a 25°C.

Mannitol + Mannitol+ Mannitol —

Pas de
diffusion

Pas de
diffusion

Diffusion

Figure 15: Résultat du test mannitol mobilité.
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2.5. La galerie API 20E

La galerie APl 20E nous a permis d’affiner nos résultats dans I’identification des

souches.

Au total douze souches présomptives ont été retenues, les résultats des tests
biochimiques sont représentes dans le tableau 08.

Tableau 08 : Les résultats des tests biochimiques des souches étudiées.

Test souche S1(S2|S3|S4|S5|S6|S7|S8|S9|S10|S11|S12
Oxydase e T e e e e e - + -
Catalase + |+ |+ |+ |+ |+ |+ ]+ ]|+ + + +
Ortho- Nitro-phenyl-Galactoside | + | + | + | + | + | + | + | + | + + - +
Arginine Dihydrolase -+ ] - |+ - -+ ] - - - + -
Lysine Décarboxylase e I T R T D N N - - -
Ornithine Décarboxylase + |+ |+ |+ |+ |+ ]| -] -+ + - +
Citrate de Simmons S T T O I I S B - - +

Thiosulfate de sodium - - - - - - - - - - - R

Uréase + |+ |+ |+ -+ ]|+ ]|+ - - - -
Tryptophane - - - - - - - - - - i -
Indole + | + | + | + - + | + | + - - - -
Pyruvate de sodium - -+ ] - - - - - - - - -
Gélatinase -+ -+ - -+ | - - - - -
Glucose + |+ |+ |+ |+ |+ |+ ]+ |+ + + +
Mannitol + - + |+ |+ |+ |+ |+ |+ + - +
Inositol T A S S - - - - -
Sorbitol + |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ - - - +
Rhamnose - - - - + - + - + + - +
Saccharose + |+ |+ |+ - |+ ]| - - - - -
Melibiose S I T I S T B - + - +
Arabinose + |+ [+ |+ |+ |+ |+ |+ O+ - +
Nitrate réductase + |+ |+ |+ |+ |+ |+ ]+ |+ + + +

+: présence , - :absence
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A partir du catalogue analytique 1’identification des souches isolées sont montrées

dans le tableau suivant.

Tableau 09 : L’identification des souches étudiées.

La souche Le nom L’origine

S1 Yersinia frederikseni Eau de lac 1
(Djebel EI Ouahch)

S2 Yersinia frederikseni Eau de lac 1
(Djebel EI Ouahch)

S3 Yersinia enterocolitica Eau de lac 1
(Djebel EI Ouahch)

S4 Enterobacter sakazakii Eau de lac2
(Djebel EI Ouahch)

S5 Serratia marcescens Sol de lac 2
(Djebel EI Ouahch)

S6 Yersinia enterocolitica Sol de lac 1
(Djebel EI Ouahch)

S7 Yersinia enterocolitica Eau de lac 2
(Djebel EI Ouahch)

S8 Yersinia enterocolitica Sol de lac 3
(Djebel EI Ouahch)

S9 Hafnia alvei Eau de lac de EI Meridje

S10 Enterobacter intermedius Eau de lac 3
(Djebel EI Ouahch)

S11 Aeromonas salmonicida Eau de lac de EI Meridje

S12 Enterobacter intermedius Eau de lac de EI Meridje
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3. Discussion

Notre ¢tude avait pour but principal, I’isolement et la caractérisation de certaines
espéces de genre Yersinia isolées a partir des eaux et des sols de lacs. Et aussi 1’objectif de
cette étude est I’identification de douze isolats, en se basant sur les caractéristiques

morphologiques et biochimiques.

% Enrichissement des Yersinia :
L’eau peptonée permet 1’enrichissement a froid des souches de Yersinia, selon
plusieurs auteurs 1’enrichissement sur milicu liquide avant 1’isolement sur milieu solide a
comme but d’augmenter le nombre des souches de Yersinia dans différents échantillons
analyses [12].
% Isolement des Yersinia :
Le milieu d’isolement spécifique Mac Conkey présente une sélectivité qui a permis a
de nombreuses colonies de Yersinia de cultiver, aussi le traitement par la solution de KOH
(traitement alcalin) permet la sélection des colonies de Yersinia, selon Aulisio et al les

Yersinia sont des bactéries qui peuvent survivre dans les conditions alcalines [12], [82].

L’isolement sur ce milieu nous a montré des colonies de taille moyennes de 1a 3 mm,
incolores qui indiquent que les Yersinia ne fermentent pas le lactose, 1égérement convexe,

rondes aux bords circulaires [82].

Selon Wauters, le meilleur procéde de culture de routine de Yersinia n’est pas encore
définitivement imposé et méme le milieu CIN qui est considéré depuis longtemps comme

meilleur milieu sélectif d’isolement de Yersinia reste une procédure inefficace [12].
La coloration de Gram montre des bacilles (coccobacilles) a Gram négatif.
% ldentification biochimiques :

L’isolement des souches nous a permis de tester les colonies de Yersinia. La plus part des
colonies testées présentent une oxydase négative, une catalase positive, donc ont la capacité

de décomposer le peroxyde d’hydrogéne en eau et en oxygene.

H,0, :ﬁ> H,0 + % 0,

Catalase
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Et une nitrate réductase positive, la réduction de nitrate par la nitrate réductase traduit par la

réaction suivante.

NO_3|::> NO'z |::> N2

Nitrate l Nitrite l Diazote

Uréase positive et TDA négative, ces tests sont fondamentaux pour identifier les Yersinia,
aussi la fermentation du glucose et I’immobilité a 37°C sont des caractéres importants pour

définir les Yersinia.

L’activité uréasique en milieu urée- indole est remarquable, les souches de Yersinia
sont uréase positive ce test est trés rapide et est préliminaire pour I’identification du genre
Yersinia [83].

La galerie API 20 E nous a permis d’identifier douze souches :

Quiatre souches de Yersinia enterocolitica, deux souches de Yersinia frederikesnii, une souche
de Hafnia alvei, une souche de Aeromonas salmonicida, deux souches de
Enterobacter intermidius et une souche deEnterobacter sakazakii et une souche de

Serratia marcescens.
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CONCLUSION

Les objectifs de notre travail consistaient d’une part a 1’isolement des bactéries du
genre Yersinia a partir des échantillons des eaux et de sols puis la caractérisation
morphologique, culturale et biochimique de ces espéces d’autre part de mettre en évidence
une méthode d’isolement qui permet d’obtenir des meilleurs résultats vis-a-vis la culture de

Yersinia.

Le genre Yersinia appartient a la famille des Enterobacteriaceae, ce sont des bacilles, a
Gram négatifs, aérobie-anaérobie facultatifs, non sporulants, non capsulés, mobiles a 25°C et
non mobiles a 37°C, capable de se multiplier & des basses et hautes températures (4 a 42°C),

leurs pH compris entre 5 et 9,6.

L’étude de I’aspect morphologique des colonies est la premicre étape pour
I’identification d’une bactérie, puis 1’identification biochimique. Il existe d’autres méthodes

alternatives ou les méthodes de détections.

L’isolement sur milieu Mac Conkey apreés 1’enrichissement a froid et le traitement

alcalin a permis d’obtenir des bons résultats.

On a pu confirmer également I’existence de quelques espéces du genre Yersinia dans

les lacs de Djebel El Ouahche et EI Meridj ainsi que le sol qui les entoure.
Perspective :

» Réaliser une caractérisation plus approfondie : les technique de base de haute
performance comme : 1’extraction de I’ADN, la PCR, le séquengage,
détermination de sérotype...

» Réaliser un antibiogramme pour déterminer le profil de résistance

A\

Augmenter le nombre des échantillons.

» Essayer avec d’autres méthodes d’isolement et comparer les resultats.
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ANNEXES

Annexe 01:

Eau peptonée (g/l) : pH=7.2

PEPLONE U VIANTE ....evieieeie ettt ettt e st et e e steaneesneentesraenreeneens 10
ChIOrUre A& SOUIUM ....oviiiiiiiicieiest ettt 05
Phosphate disodiqUeaNNYAre ...........cceiieiiiie i 3,5
Dihydregeno phosphate de POtasSIUM ........c.ccveiiiieiieie e 1,5

Milieu Mac Conkey (g/l): pH=7.1

PEPIONE .. e 20
LLACTOSE ..ttt 10
1= N o1 L= UL (= 15
(O 15 r=1 N7 10 ] 1= 0,001
ROUGE NBULTE .ttt s e e anb e e s nbb e e e nab e e e bb e e e nee s 0,05
AN L PRSP SOTPRPTRPRTRPRN 05
N0 | PRSPPI 15

NG e e et e e e e e e e e —aaaaa 05
K OH e e ettt e e e e 05
BAU QISTIIBE ..ottt e ettt e e e e e e e ettt e eeeeeeeee e eeeeeeeeeaaaaes 99ml

Milieu Gélose Hektoen (g/l) : pH=7,6

PEPLONE A8 VIANAE .....oveiiiieiiteii ettt bbb 12
EXIFAIT 08 TEVUIE ..ottt bbb 03
SEIS DIHTAITES ...ttt b b 09
LLACTOSE .ttt 12
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SACCNANDSE ...ttt 12
SAIICING .. 02
ChIOrUre de SOUIUM ....oviiiiiiiieeiest et 05
HYPOSUITItE 08 SOUIUM ...ttt 05
Citrate de fer ammoniacal ... 1,5
Bleu de bromothy MOl ... e 0,064
VIS AT LI (o] (o [T PRRR 0,040
F N0 -1 G T8 SRR 13,5

Le milieu CIN (g/l) : pH=7,4

Peptone de GEIALINE ........co i 17
Peptone de caséing et de VIANTE .........ccoviiiiiiiieieee e s 03
EXErait A8 TEVUIE ...t 02
IMIANNTEOL ..ottt b ettt 20
ChIOrUIe A& SOUIUM ...ttt ettt 01
PYrUVate de SOOTUM ......oiviiieiie et sttt e e sre e sra e s e sreesreeneens 02
Sulfate de MAGNESIUM .......ccuiiiiiiece et be e ste e reenbe e e sreeanas 0,10
ROUGE NBULIE .ttt e e st e e st e e e nab e e e nnb e e e nneeenees 0,030
(O 151 r=1 N7 T ] 1= 0,001
(012 1S T] [o o |21 0,015
IEQASAN .t b et b e e b e tb e e ar e e breeans 0,004
[N [01V/0] 0T T0 o1 1 1T 0,025
(O g0 FoL (=0 [T 0 Lo L[0T o 0,125
Désoxycholate de SOUIUM .......ccvciuiiiiie et s 0,5
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Milieu ITC (g/l) : pH=7,4

e Milieu de base

TIYPIONE et 10
EXIFAIT 08 TEVUIE ...t bbb 01
Chlorure de MagNESTUM ........couiiiiriiieisie ettt et b e 60
AN (O U TP P PP PTP RPN 05
Vert de MAlAChIte ..o 0,2%

e Solution de ticarcilline

THCAICHIIING ..ot 10mg

e Solution alcoolique d’Irgasan

I QASAN ittt e e nra e e b e e nrreeans 10mg

ELhaN0l @ 9590 ....iiveiiiiiiiieiee ettt r e re s 10ml
e Solution de chlorate de potassium

Chlorate de POLASSIUM ......icviieiciieesie ettt e re e sae e reebe e e sreennas 10

e Milieu complet

MITIEU 0B DASE ...ttt e e nte st e s reebeaneenreeneeenee e 988ml
SOIUtION A& TICAICIHTING ..c.vieeeeciie ettt nns iml
SOIULION A’ IFZASAN ..ttt be e iml
Solution de chlorate de POtASSIUM .......cciiiiiiiiiciece e 10ml

Milieu YM ou milieu YERSINIA (g/l)
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o]0 (0] o PP PR PPR PR 12
HYArolySat 08 CASEINE ......cc.ecieieeiecie ettt ettt e et e e sreenteenee e 08
EXErait A8 IEVUIE ..o 02
LACTOSE ...ttt 10
AN L PSS PSOTP PPN 05
(O 01 TSSOSO 0,02
OXAIALE A8 N ..t 16
SEIS DIHTAINES ...ttt b b 05
ROUGE NBULIE ..ttt et e st e e nab e e e nab e e e nn e e e ne s 0,008
N - | TP P RO PR TR 20
TWEEN 8O ..ot 10ml

Milieu CAL: Cellobiose-Arginine-Lysine (g/l)

CRIIODIOSE ...ttt b et 3,5
I AN (o[ 1o L= OSSPSR 6,3
YY1 -SSR PSSR 6,5
EXErait A8 TEVUIE ...t 03
AN L TSRS S TSP 05
(Do) g Yot glo] Fo L=l [N N - OSSPSR 15
ROUGE NBULIE ..ottt s et e e nab e e e nnb e e e nn e e e nneas 0,03
BQU QISHTER ...ttt ettt r e ne 1L

Annexe 02: Les réactifs
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Réactif de la recherche d’oxydase :
Disque imprégné d’une solution a 1% de chlorhydrate de Tetraméythparaphényléne-diamine.

Réactif de Kovacs

Diméthylamino-4-benzaldenyde ...........ccoooiiieiiiie e 07g/l
N ot To] I TSYo T U 2)Y7 o [0 T SRS 75ml
Acide chlorhydrique CONCENIIE ........ccviieiie et 20ml

Réactif de Voges-Proskauer | et 11

VP I
HydroXyde de POTASSTUM .......ccuiiuiiiiiiieiieiei ettt 409/1
U . e e e i r e e e — e e e e r e e e nrrreeeans 100ml
VP 11
AIPNA-NAPNTOL ..ot re e 06g/l
ELhanol 95°C ... s 100ml

Réactif de GRIESS-ILOSAY pour la recherche des nitrites

Nitrate réductase |

ACIAE SUIAMITIGUE ..ottt et sre e ne e 0,89/l
ACIAE ACBLIQUE BN ..ottt e r et e et e esreereene e 100ml
Nitrate réductase 11

NAPNLYIAMINE ..ot bbbttt b bbb i 0,59/l

ACIHE ACBLIGUE BN .t b e bbb 100ml

Annexe 03: Les colorants
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Violet de Gentiane

VA T0] (=T [ €T g T gL OSSR 01g
Ethanol @ 9000 ......oviiiiieci s 10ml
o =T8T PSSR 029
BAU QISTIIEE ... s 100ml
Lugol

oo [T USSP PSP PP PRPRO 01g
[OAUIE 08 POLASSTUM ...ttt bbbt b b 02g
BAU ISTIIER ... bbb et 300ml
Fuschine

FUSCHINE DASIQUE ...t 01g
AlCOO0! EthYIIQUE 8 90° ... et 10ml
o 0T8T SO PSRPPSRPSN 05g
BAU QISTIIEE ... s 10ml

\
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Annexe 04: La coloration de Gram

1. Prélévement

>

A partir d’une culture liquide : prélever un aliquote de suspension a 1’anse (ou a la

pipette stérile) aprés avoir homogénéisee le milieu.

» A partir d’un milieu solide : réaliser une suspension en eau physiologique a partir

>

d’une culture jeune et prélever un aliquote de suspension a ’anse de platine (ou a la
pipette stérile).
A partir de produits alimentaires ou biologiques : prélever un aliquote du produit

(dilué ou non) a I’anse (ou a la pipette stérile) aprés avoir homogénéisée le milieu.

2. Préparation du Frottis

Le frottis destiné a la coloration est préparé selon le protocole suivant :

>

Etalement

Prendre une lame propre, faire un prélevement du produit a examiner et étaler a couche

mince.

>

Séchage et fixation

Sécher rapidement en passant la préparationau-dessus de la flammed’un bec bunsen.

3. Réalisation de la coloration

Le protocole est le suivant

>

YV V V V

Recouvrirle frottis de violet de Gentiane ou cristal violet ; laisser agir 1min ; rincer a
I’eau distillée.

Verser du Lugol et le laisser agir pendant 1min ; rincer a I’eau distillée.

Décolorer a I’alcool a 95° entre 15 et 30 secondes ; rincer a I’eau distillée.

Recolorer avec la fuschine ou la safranine pendant 1min ; rincer a I’eau distillée.

Sécher la lame entre 2 feuilles de papier buvard.

4. Observation microscopique

>

Observer au microscope a 1’objectif X100 a immersion.

VI
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5. Lecture

> Avec cette coloration, les bactéries "Gram-positif" apparaissent en violet foncé tandis

que les bactéries "Gram-négatif" sont colorées en rose.

VI
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Annexe 05 : la galerie API1 20 E

Principe :

Le systtme API® BioMérieux (Appareillage et Procédé d’ldentification) est une
version miniaturisée et standardiséedes techniques biochimiques conventionnelles pour
I’identification des bactéries.

Lorsqu’une suspension bactérienne de densité convenable est répartie dans les
différentes alveoles qui composent la micro galerie (contenant de substrats déshydratés), les
métabolites produits durant la période d’incubation se traduisent par des changements de
couleur spontanés ou réveélés par addition de réactifs.

Elle permet I’identification d’une centaine de bacilles a Gram négatif dont les
Entérobactéries.

Elle comprend 20 tests biochimiques.

Technique :

Préparation de la galerie
* Réunir fond et couvercle d’une boite d’incubation et répartir de 1’eau dans les alvéoles pour
créer une atmosphére humide.

* Déposer stérilement la galerie dans la boite d’incubation

Préparation de I’inoculum
* Ouvrir une ampoule de Suspension Medium (ou un tube d’eau distillée stérile)
* Prélever une seule colonie bien isolée sur milieu gélosé.

» Réaliser une suspension bactérienne faible (opacité 0,5 sur 1’échelle Mc Farland)

Inoculation de la galerie

Avec la micro pipette introduire la suspension bactérienne dans les microtubes de la
galerie. Pour les tests CIT, VP et GEL, remplir tube et cupule. Pour les autres tests remplir
uniquement les tubes, et pour les tests ADH, LDC, ODC, H2S, URE créer une anaérobiose,

en remplissant leur cupule d’huile de paraffine stérile.

Réhydrater la galerie en ajoutant de I’eau distillée stérile dans le fond de la boite en

plastique, fermer la boite d’incubation et la placer dans 1I’étuve a 37°C pendant 18 a 24 heures.
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Tableau 10 : Tableau de la lecture de la galerie miniaturisée.

Microfube Substrat Caractere recherchd Licture diecte ou indirects Testsinécessaire) | Resutat+ | Resufat-
ONPG | Orto-Niro-PhényGaacinside | galaciosdase Lechre drect
ADH | Argnine Argnine dydrolase
LG~ {Lysne Lyaine decarboxyfase Lechre drect ’ '
ODH | Omitne Ormifhine decarboyylase
CT | Cirate Utlisation du cirate Lechr drecte ' '
HS | Thiosulfae de sodum Production dH2S Lechre drecte '
URE  |Uree Urezse Lechr drecte '
, . Lechure drecte
k- g e s Test aouter{ qoute de Perchlorure de Fer '
o Lechre indrecte
W0 Tt Folin Test - aouter 1 goute de réactf de Kovacs
WP [Pyuvate de sodum Producton daceloine LEIME. e ende 1,“ n‘inthes]
Test- gouter 1 goute de KOh et donaphol
GEL Gl o e Gelanase Lechre drecte
partcules de charban .
GLU 3 ARA |Substrat carbone Utlisation de subsiratcaroone | Leclure directe ri' '
Lechrs ndirscts dans 3 cupls GLU
NO [Ny | Nitrates NO3) Nirate reductase Test- aouter 1 goutts de éactf de Gress '
Ajouter de 2 poudre 2nG en cas de réstitat ne




Figure 16 : Profil sur API 20E de la souche S3 (Yersinia enterocolitica).

Figure 19 : Profil sur API 20E de la souche S1 (Yersinia frederiksenii).
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Figure 23 : Profil sur APl 20E de la souche S12(Enterobacter intermidius).
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Figure 27 : Profil sur API 20E de la souche S11 (Aeromonas salmonicida).
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citrate comme seul source de carbone. Ces résultats nous ont permis de détecter la présence de Yersinia
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