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rIsolement du sérotype 0:5,27 deYersinia enterocolitica a partir d’une langue porcine au Maroc

Une souche de Yersinia enterocolitica sérotype 0:5,27, isolée a partir d’une langue de porc apparemment saine, a
été étudiée pour ses caractéristiques biochimiques, antibiotiques et de pathogénicité. La souche de biotype 3 répond
atoutesles épreuves de virulence utilisées. Du point de vue antibiogramime, elle s’est averée sensible & de nombreux
antibiotiques.
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r Isolation of Yersinia enterocolitica serogroup 0:5,27 from a porcine tongue in Morocco————————
A strain of Yersinia enterocoliticaserogroup 0:5,27 isolated from a healthy pig tongue was studied for biochemical,
virulence and antibiogram characteristics. The isolate was biotype 3 and showed positive reactions with all

virulence tests used. It was sensitive to many antibiotics.
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INTRODUCTION

Le genre Yersinia est constitué dun groupe de
bacilles & Gram négatif, anaérobies facultatifs et
qui partagent un certain nombre de caractéres
morphologiques, biochimiques et sérologiques avec
les autres genres de la Famille des
Enterobacteriaceae. Ce genre est composée de 11
espéces dont trois (Y. pestis, Y. pseudotuberculosis
et Y. enterocolitica ) sont réputées pathogénes pour
Thomme.

Y. enterocolitica est Vespéce la plus fréquemment
rencontrée chez les patients. Le premier isolat de
cette espéce chez 'homme a été décrit en 1939 par
Schleifstein & Coleman. Dans les deux derniéres
décennies, une augmentation importante de la
fréquence d’isolement de ce micro-organisme 2
partir d’échantillons cliniques et non cliniques a été
remarquée.

Actuellement, Y. enterocolitica constitue une cause
majeure de maladies gastro-intestinales chez
I’homme. La yersiniose humaine est associée a des
désordres gastro-intestinaux tels que lentérite,
Piléite terminale et 1a lymphadénite mésentérique.
Occasionnellement, 1a maladie peut se manifester
par 'arthrite et la septicémie (Schiemann, 1989).

Y. enterocolitica a été isolée également chez les
animaux domestiques et sauvages, les rongeurs,
les oiseaux et les insectes. La voie de transmission
la plus fréquente est représentée par les aliments
bien que la transmission peut se faire par contact
direct de personne a personne.

Y. enterocolitica a été detectée dans l’eau, les fruits
de la mer, le lait, les végétaux, les viandes (porcine,
bovine, ovine, équine, cameline et de volaille)
(Farmer et al., 1992 ; Karib et al., 1995). Le
principal facteur de risque de yersiniose est
représenté par la consommation d’eau et
d’aliments crus, mal cuits ou recontaminés. De
nombreux chercheurs incriminent le porc en tant
que réservoir majeur mais non exclusif de
sérotypes de Y. enterocolitica pathogénes pour
’homme, Les bovins et les camelins peuvent
également héberger des souches pathogénes et
~constituent une source de Tamaladie.

Actuellement, sont connus plus de 50 sérotypes de
Y. enterocolitica mais uniquement 5 (0:1,2 a ; 0:3 ;
0:5,27 ; 0:8 et 0:9) sont habituellement considérés
comme pathogénes pour ’homme. Il existe une
corrélation étroite entre les sérotypes pathogénes

et la distribution géographique. En Europe, au
Japon et au Canada; les souches isolées chez les
patients appartiennent aux sérotypes 0:3 et 0:9,
alors quaux Etats-Unis, ce sont les sérotypes 0:8 et
0:5,27 qui prédominent (Schiemann, 1989).

Le sérotype 0:5,27 a été isolé a partir de la viande
et des produits carnés principalement d’origine
porcine. Il a été incriminé également lors d’une
épidémie aY. enterocolitica au Wisconsin suite 4 la
consommation du lait cru (Moustafaet al., 1983).

MATERIEL & METHODES

L’isolement de Y. enterocolitica sérotype 0:5,27 a
été réalisé a partir de la langue d’un porc,
apparemment sain, et sacrifié dans les abattoirs de
Rabat. La souche a été isolée au cours d'une étude
antérieure sur l'incidence de Y. enterocolitica dans

les carcasses et les langues porcines (Karibet al.,
1995).

Apres un double écouvillonnage de la langue, les
deux écouvillons sont introduits dans un tube de
tampon phesphate salin qui sera incubé pendant 3
semaines a 4°C. Aprés cette phase
d’enrichissement sélectif, 0,1 m! du bouillon
d’enrichissement est ensemencée & la surface de la
gélose CIN (Cefsulodine - Irgasin- Novobiocine)
(Merck) incubée a 28°C/24 h.

Les colonies sélectionnées sur la gélose CIN sont
inoculées dans la gélose Kligler (Difco) et le milieu
urée selon Christensen (Difco) durant 24 h 4 28°C.
La différenciation biochimique de 'espéce a été
faite selon Bercovier et al. (1980) et le biotypage
selon le schéma proposé par Wauterset al. (1987).
Le sérotypage de Y. enterocolitica a été réalisé par
le Professeur Wauters (Unité de Microbiologie,
Université: Catholique de Louvain, Bruxelles) en
utilisant les antisérums de lapin pour la
détermination des facteurs 1 a4 57 de 'antigéne 0.
Les tests de pathogénicité qui ont été utilisés sont
les suivants:

* Auto-agglutination (AA)

Le test AA est réalisé selon la méthode décrite par
Laird & Cavanaugh (1980), en utilisant deux tubes
de bouillon MR-VP (Difco) et en incubant l'un a

- 25°C et autre a 37°C pendant 24 h. La souche est

initialement repiquée sur la gélose typticase soja a
28°C pendant 48 heures. Les souches pathogénes
agglutinent a 37°C mais pas a 25°C. Les souches
qui agglutinent dans les deux températures sont
considérées comme non pathogeénes.
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* Activité de la pyrazinamidase (PYZ)

La recherche de la PYZ est effectuée selon la
technique de Kandolo & Wauters (1985). La
pyrazinamide carboxique et le Tris- maleate ont été
fournis par la Société Merck, Darmstad. La
réaction est révélée apreés addition de quelques
gouttes de sulfate ferreux ammoniacal a 1 % au
bout de deux jours d’incubation. Une réaction
positive se traduit par une couleur brune rouille qui
indique la présence d’acide pyrazinoide qui réagit
avec le fer au cas ou il se produit une
décarboxylation de la pyrazinamide carboxique
amidase. Une réaction négative du test indique que
la souche est potentiellement pathogéne.

e Dépendance vis-a-vis du Calcium (CAD)

La CAD selon Gemski et al. (1980) est mise en
évidence a 37°C apres 24h d’incubation sur la
gélose a l'oxalate de magnésium (MOX) et
interprétée selon les recommandations de Riley &
Toma (1989). La souche qui produit des colonies de
petite taille sur la gélose MOX comparativement a
celle ensemencée sur la gélose trypticase de Soja est
considérée comme dépendante vis-a-vis de calcium.

¢ Fixation du rouge Congo (RC)

L’absorption de rouge Congo est examinée sur le
milieu a4 'oxalate de magnésium et au rouge Congo
décrit par Riley & Toma (1989). Ce milieu sert
également pour la mise en évidence de la
dépendance vis-a-vis du calcium. La souche RC et
CAD positive produit des colonies rougeatres de
petite taille. La production de colonies larges et
incolores indique une réaction négative du test.

¢ Absorption du Cristal violet (CV)

Ce test est réalisé selon la méthode décrite par
Bhaduri et al. (1987). Les souches positives
donnent des colonies de petite taille et de couleur
violette intense.

¢ Agglutination de microbilles de latex (LPA)

La LPA est mise en évidence selon la technique de
Lachica & Zink (1984). Les microbilles de latex
d’unetaille de 5,6um (E.F. Fullam, Inc., New York),
sont diluées dans une solution saline (0,9%) de pH
7,2 afin d’obtenir une concentration de 3.1

microbilles/ml. Uneréaction positive se traduit par
une agglutination rapide au bout de 5 secondes.

e Test d’agrégation des sels (SAT)

Ce test est effectué selon la méthode de Qadriet al.
(1988). L’agglutination sur lame est réalisée en
mélangeant 25 ml des différentes suspensions
bactériennes (densité de 5.10° cfu/ml) et le sulfate
d’ammonium aux molarités suivantes: 0,0625 ;
0,125;0,25;1,0; 2,0 et 4,0.

¢ Résistance a Peffet bactéricide du sérum
(SR)

Ce test est réalisé selon la technique décrite par Pai
& De Stephano (1982) en utilisant le sérum
humain. Les dénombrements sont déterminés au
temps O et 2 heures suite a 'addition a I'inoculum
de 10 % de sérum humain normal. La souche est
résistante au sérum si le nombre de bactéries
montre une baisse d’au moins 5 unités
logarithmiques au bout de 2 heures. La souche
considérée sensible ne survit pas normalement
aprés deux heures d’exposition au sérum. Avant
sont utilisation, le sérum est testé pour les
agglutinines contre Y. enterocolitica serogroupe
0:5,27 selon la méthode décrite par Adesiyunet al.
(1986). Le titre doit étre inférieur ou égal a 1:16
pour tous les antigénes testés.

¢ Fermentation des sucres

La salicine et ’esculine sont des beta-glucosides
habituellement utilisés pour la détermination dela
pathogénicité potentielle de Y. enterocolitica. La
fermentation de la salicine est déterminée sur le
bouillon de base pour la fermentation des sucres
(Difco) additionné a 1 % de salicine et de
I'indicateur bleu de bromothymol. Pour I’hydrolyse
de lesculine , un bouillon contenant 5 g de petone,
1 g de monophosphate de potassium, 5 g d’esculine,
0,5 g de citrate ferrique, 10 ml de l'indicateur
d’Andrade et 990 ml d’eau distillée est utilisé. La
souche est inoculée et incubée a 25°C pendant 2
jours. La souche est considérée comme
potentiellement pathogéne si elle est négative vis-
a-vis de l'esculine et de la saline (Farmeret al.,
1992).

* Sensibilité aux antibiotiques

La sensibilité de la souche a différents
antibiotiques a été étudiée sur la gélose Iso-
sensitest (Oxoid) par la méthode standarisée de
diffusion sur gélose. Les antibiotiques utilisés sont
Pamikacine (30 mcg), amoxiline (20 mecg),
I'ampicilline (10 mcg), la carbénicilline (100 mcg),
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la céfamandole (30 meg), la céfotaxine (30 meg), la
céfoxitine (30 meg), la céphalothine (30 mcg), le
chloramphénicol (30 meg), la cloxacilline (1 meg), la
colistine’ (10 mcg), 'érythromycine (15 mcg), la
fosfamycine (50 meg), la gentamycine (10 meg), la
kanamycine (30 mcg), la mezlocilline (75 mcg),
I'acide nalidixique (30 meg), la néomycine (30 meg),
la pénicilline G (10 unités), la streptomycine (10
mceg), la sulfadiazine (300 mcg), les tétracyclines
(30 mcg), la tobramycine (10 mecg) et la
triméthoprime (25 mcg). Les zones d’inhibition
sont mesurées et la souche est classée résistante,
sensible ou intermédiaire.

RESULTATS & DISCUSSION

Les caractéristiques biochimiques et de
pathogénicité ainsi que Vactivité vis-a-vis des
différents antibiotiques utilisés de la souche deY.
enterocolitica sérotype 0:5,27 figurent dans les
tableaux 1, 2 et 3. Les caractéres biochimiques de
base de la souche ne différent pas de ceux décrits
pour Y. enterocolitica dans Bergey’s Manual of
Determinative Bacteriolgy (1984).

Tableau 1. Caractéristiques biochimiques de la
souche de Yersinia enterocolitica
sérotype 0:5,27 isolée au Maroc

Test Résultat

Biotlype

Lipase (Tween - esterase) -
Esculine/Salicine, 24 h -/-
Indole

D-xylose

Tréhalose

Réduction des nitrates
Pyrazinamidase
B-D-Glucosidase
Voges Proskauer
Proline peptidase

R

+

Autres caractéres biochimiques

Uréase +
Production dH,S -
B-Galactosidase +
Ornithine décarboxylase +
Lysine décarboxylase -
Arginine dihydrolase -
Citrate (Simmons) -
Phénylalanine désaminase -
Mobilité & 28°C/37°C +/-
Croissance sur la gélose contenant 0,1 % de chlorure
de Calcium et de désoxycholate et 3 % de citrate +
Cellobiose, sorbitol, maltose +
Maéllibiose, rhamnose, raffinose -
Sacharrose, sorbose +

Tableau 2. Tests de pathogénicité de la souche de
Yersinia enterocoliticasérotype 0:5,27
isolée au Maroc

Test Résultat

Auto-agglutination

Activité de la pyrazinamidase
Dépendance vis-a-vis du calcium
Fixation du rouge Congo

Absorption du cristal violet
Agglutination de microbilles de latex
Agrégation des sels

Résistance a leffet bactéricide du sérum
Salicine/esculine

+ 4+ + + + 4+ o+

-
1

Tableau 3. Antibiogramme de la souche de
* Yersinia enterocolitica sérotype 0:5,27
isolée au Maroc

Antibiotique  Charge  Rés.  Antibiotique Charge Rés.
Amikacine 30 meg S Fosfamycine 50 mcg S
Amoxicilline 20 meg | Gentamycine 10 mcg S
Ampicilline 10-mcg R  Kanamycine 30 meg S
Carbéniciline  100mcg R Mezlocilline 75meg R
Céfamandole 30 mcg R Acide nalidixique 30 mcg S
Céfotaxime 30 mcg R Néomycine 30 meg S
Céfoxitine 30 meg R  Péniciline G 10 unités R
Céphalothine: 30 meg R  Streptomycine 10 mcg S
Chloramphénicol 30 mcg S  Sulfadiazine 300meg R
Cloxacilline 1 meg R Tetracyclines 30 mcg S
Colistine 10 meg S  Tobramycine 10 mcg S
Erythromycine 15 mcg R Trimethoprime 25 mcg S

(S: sensible; R: résistant; I: intermédiaire ; Rés. Résultat )

Selon les caractéres biochimiques retrouvés, la
souche est de biotype 3 et répond parfaitement a
tous les facteurs liés a la virulence. 1l s’agit donc
d’une souche hautement pathogeéne. Concernant la
résistance de la souche vis-a-vis des antibiotiques,
ce résultat coincide pleinement avec celui rapporté
par Karib et al. (1994) pour le sérotype pathogéne
0:3 de Y. enterocolitica.

Il est également similaire au résultat signalé par
Yangiiela (1986) a l'exception de Pantibiotique
céfotaxine. Cet auteur a analysé des sérotypes deY.
enterocolitica non pathogeénes. Cependant, notre
résultat differe de celui de Blacket al. (1978) qui a
rapporté une grande sensibilité de 36 souches deY.
enterocolitica sérotype 0:8 ( isolées au cours d’'un
foyer de toxi-infection) aux B-lactames (ampicilline
et céphalothine) et une résistance 1ntermed1a1re a
la carbénicilline.
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L'isolement de Y. enterocolitica 0:5,27 a partir de la
viande porcine au Maroc constitue le premier
isolement en Afrique étant donné que jusqu’a
I’heure actuelle et &4 notre connaissance, ce sérotype
n’a été isolé qu’aux Etats-Unis (Moustafa et al.,
1983), en Allemagne {Aleksic et al., 1988) et au
Japon (Fukushima et al., 1990).

Il est important de noter que l'isoclement du
sérotype 0:5,27 a été effectué a partir d’'une
carcasse porcine reconnue salubre pour la
consommation publique aprés inspection
vétérinaire. Le porc est considérée comme un des
principaux réservoirs des sérotypes de Y.
enterocolitica pathogénes pour 'homme (Karib et
al., 1995) et logiquement comme une importante
source de ce micro-organisme. Plusieurs enquétes
épidémiologiques ont montré que le porc en tant
qu’animal de boucherie constitue une source
majeure de l'infection humaine. Les mémes
sérotypes ont été isolés de maniére répétitive chez
les personnes malades et a partir des fecés de porces
vivants dans le méme environnement. La
colonisation du tube digestif du porc est fortement
liée au niveau d’hygiéne général de 'élevage. Les
porcelets nouveaux nés se contaminent pendant les
trois premiéres semaines de la vie et restent
porteurs sains. Les adultes sans exprimer la
moindre manifestation clinique de l'infection,
excrétent le germe pendant 3 a 7 semaines apres
inoculation expérimentale avec le sérotype 0:5,27
et montrent une protection croisée entre les
sérotypes 0:5,27 et 0:3 apres réinoculation avec le
0:3 (Schiemann, 1989). La rareté des yersinioses
humaines dans les pays islamiques peut &tre
expliquée en partie par la non consommation de la
viande porcine par les musulmans.

La contamination de I’'homme parY. enterocolitica
est consécutive a l'ingestion des aliments ou de
I’eau, par contact direct avec les animaux porteurs
sains mais aussi de personne a personne. AuMaroc,
I’abattage et la préparation des animaux de
boucherie se font parfois sous des conditions
défectueuses d’hygiéne favorisant ainsi une
contamination de la viande par les matiéres fécales
(Karib et al., 1995).

Y. enterocolitica pathogéne a été isolée dans
différents pays du monde mais avec une fréquence
élevée dans les pays a climat froid. Cependant,
cette étude confirme que le sérotype pathogeéne
0:5,27 pourrait étre impliqué dans les
gastroentérites dans les pays a climat chaud.

Tenant compte de la littérature scientifique, cette
souche de Y. enterocolitica 0:5,27 constitue le
premier isolement de ce sérotype au Maroc. La
souche étant pathogéne, cet isolement a donc une
haute signification de point de vue santé publique.
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