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Résumé :

La médecine vétérinaire englobe de nombreuses maladies reproductives cliniquement proches
mais les causes sont différentes, le pyometre fait partie d’une de ces maladie qui se définit
comme la pathologie la plus fréquemment diagnostiquée en cliniques surtout chez 1’espéce
canines et félines. Le pyometre est due a une accumulation de pus dans I’utérus de ces
animaux. Il se développe de facon rapide mettant en danger la vie de ces espéces.
Les causes de cette pathologie sont multiples parmi lesquels un déréglement hormonale, ou
bien une infection bactérienne.
L’objectif principal de cette étude de PFE est I’identification des bactéries présentes lors d’un
pyometre et d’étudier la sensibilité de ces dernieres vis-a-vis aux antibiotiques utilisés en
routine afin de mieux orienter les cliniciens vétérinaires dans le choix du traitement a adopter.
Mots clés : pyometre, dioestrus, bactéries, antibiorésistance, antibiotiques.
Abstract :
Veterinary medicine encompasses many clinically related reproductive diseases but the causes
are different, pyometra is one of these diseases which is defined as the pathology most
frequently diagnosed in clinics, especially in canines and felines. The pyometra is due to an
accumulation of pus in the uterus of these animals. It develops rapidly, thus endangering the
lives of these species.
The causes of this pathology are multiple, including a hormonal imbalance, or a bacterial
infection.
The main objective of this PFE study is to identify the bacteria present during a pyometra and
to study the sensitivity of these bacteria to the antibiotics used routinely in order to better guide
veterinary clinicians in the choice of the treatment to be adopted.
Keywords: Pyometra, diestrus, bacteria, antibiotic resistance, antibiotics.
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INTRODUCTION



Introduction

Le pyomeétre se présente comme étant I'une des pathologies les plus fréquemment rencontré
affectant plusieurs espéces animales. Il se caractérise sur le plan clinique, par un gonflement
abdominal consécutif a 1’accumulation d’un exsudat purulent dans la lumiére utérine
(Hagman., 2012 ; Santana & Santos., 2021).

La pathogénie du pyomeétre est peu ou mal comprise, plusieurs facteurs sont associés au
développement de cette maladie. 1l y a la mobilité utérine, l'activité des neutrophiles, la
concentration en immunoglobulines, le déréglement hormonale associé au taux élevé de
progestérone en période de dioestrus. 1l est admis qu’une infection bactérienne peut aussi étre
un facteur favorisant et déclencheur de développement de ce processus pouvant ainsi entrainer
une forme systémique (Hagman., 2012 ; Liao et al., 2020 ; Santana & Santos., 2021). Lors
d’un pyométre, I’espéce Escherichia colis est considérée comme la principale bactérie isolée
dans I'utérus. D’autre part, un choc endotoxinique mortel peut étre développé (Santana &
Santos., 2021). Ainsi, il est important de réaliser un diagnostic précoce et une thérapeutique

appropriée afin d’éviter une mortalité chez les animaux malades (Liao et al., 2020).

Le choix de I'utilisation des médicaments a titre préventif ou a titre thérapeutique doit étre
réalisée aprés une étude de la sensibilité des bactéries en causes vis-a-vis des antibiotiques
(Liao et al., 2020).

Dans ce travail, nous avons isolé puis identifié les bactéries présentes lors de cas de pyometre
chez des chiennes et des chattes a ’ENSV d’Alger puis évaluer le caractére de résistance et de

sensibilité de ces agents pathogénes aux antibiotiques utilisés en routine.

Ce présent mémoire s’articule en 3 parties : une synthése bibliographique présentant des
notions générales sur le pyomeétre, une partie expérimentale décrivant les principales

méthodes utilisées et une discussion des résultats obtenus.



PREMIERE PARTIE :
ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE



I.  L’APPARIEL GENITAL FEMELLE ET SES MOYENS DE DEFENSE AU
COUR DU CYCLE SEXUEL
1. Etude anatomique de I’appareil génital femelle
L’appareil génital est un systéme qui assure la fonction de la reproduction chez tous les
especes animales, il est constitu¢ de deux ovaires, deux oviductes, de I'utérus et d’un vagin et
ses vestibules (Barone., 2001 ; Smith., 2010).
L’utérus apparait sous forme d’un Y et comprend un corps bref d’une taille de 2-3cm chez la
chienne en moyenne et 2cm chez la chatte, (Budras et al., 2007; Fransson., 2012). Il est situé
prés du bord pubien et peut étre situé dans la cavité abdominale et pubienne. Ce corps se
poursuit cranialement par 2cornes divergentes longues et minces d’une taille moyenne de 9 a
12cm, (Singh., 2018; Budras et al., 2007). Caudalement, 1’utérus est limité par un col trés
court qui mesure 1cm et qui permet la communication entre le corps utérin et le vagin.
La vascularisation de 1’'utérus dépend de la branche utérine de 1’artére ovarienne et 1’artére
utérine et de la branche vaginale de 1’artére vaginale provenant de I’aorte, ces deux vaisseaux
terminent en s’anastomosant dans le ligament large, Les veines ovarienne et utérine, suivent le
méme trajet que les artéres correspondantes (Fransson., 2012; Singh., 2018).
Le drainage lymphatique de ’ovaire et I’utérus se fait au niveau des ganglions lymphatiques
hypogastriques et lombaires (Fransson., 2012; Singh., 2018). Le plexus pelvien assure
I’innervation sympathique par les nerfs hypogastriques droits et gauche et 1’innervation

parasympathique, effectuée par les nerfs pelviens (Fransson., 2012).

Figure 1. Appareil génital (A) chez la chienne (B) chez la chatte (Singh., 2018)



2. Le cycle sexuel et ses différents stades
Le cycle sexuel (cestral) se définit comme 1’ensemble des modifications structurales et
fonctionnelles du systeme reproducteur féminin, ainsi que les modifications
comportementales, Ces derniers sont sous le contrdle de I’axe hypothalamo-hypophysaire et
conduisent a une ovulation spontanée et a I’apparition des chaleurs (Root Kustritz et al., 2010

; Gillian et al., 2014).

2.1. Chez la chienne

Le cycle sexuel de la chienne est particulier dans le regne animal et la connaissance de ses
spécificités permet de comprendre a quel moment celle-ci peut étre correctement fécondée et
quelles sont les périodes clés a surveiller pendant une gestation ou lors d’une mise au repos.
C’est une femelle a reproduction non saisonnée a cycle mono-oestrien (une seule période de
chaleurs par cycle avec une ou 2 vagues d’ovulation par an) (Maillard et al., 2014).

Ce cycle apparait une fois la chienne pubére et est accompagné de maodifications
comportementales. Ces derniéres vont étre utiles pour déterminer le moment optimal de
I’accouplement, généralement a la fin de I’hiver et au début du printemps (Feldman & Nelson
2004 ; Greer., 2014). A I’age de 6 & 24 mois on peut dire que la chienne est pubére avec des
variations allant de 4.5-10 mois, selon la race. On considére que les races de petit format ont
une puberté plus précoce que celles de grande taille (Feldman & Nelson., 2004 ; Root
Kustritz., 2010 ; Greer., 2014).

Le cycle de la chienne se déroule en 4 phases successives bien différenciées, 1 le proestrus
période d’activité folliculaire accrue qui précede 1’cestrus et qui dure en moyenne 9 jours avec
une variation de 3 a 17 jours, au cours de ce stade une imprégnation oestrogénique importante
de progestérone basale (autour de 0) avec une activité folliculaire accrue (Feldman & Nelson.,
2004). 2 I’cestrus c’est la période ou la chienne ovule et peut-étre fécondée sa durée est de 5
a 9 jours (Feldman & Nelson., 2004). Sur le plan hormonal, on décrit un pic de la LH,
hormone lutéinisante qui agit sur les ovaires et stimule 1’ovulation, associ¢é a une
augmentation de la progestérone avant méme I’ovulation qui est de 5 ng/ml au moment de
I’ovulation et qui atteint 20 a 50 ng/ml voire plus aprés ’ovulation (Greer., 2014 ; Maillard et
al., 2014). Ensuite il y’a la phase de Dioestrus ou métoestrus caractérisée par la sécrétion de
progestérone par le corps jaune il peut durer jusqu’a 2 mois (Feldman & Nelson., 2004). Dans
le cas d’une gestation, il y a une régression des corps jaunes qui va entrainer une chute brutale
de production de progestérone nécessaire au declenchement de la mise bas. Dans le cas

contraire la chute de progestérone ainsi que la régression des CJ sont plus lentes (80 j post-
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ovulatoire) (Root.Kustritz,. 2010 ; Maillard et al., 2014). Le dernier stade est I’anoestrus
provoqué par le phénomene de la lutéolyse qui dure environ 90 jours, Les niveaux de
progestérone restent égaux ou inférieurs a 2ng/ml (Greer., 2014) et par un augmentation de la
fréquence d’amplitude de la sécrétion de gonadotrophine (Root.Kustritz,. 2010).

L’intervalle apparent entre deux périodes de chaleurs entre la fin de la phase lutéale
(dioestrus) et le début de la phase folliculaire suivante (proestrus) est I’intercestrus (Feldman
& Nelson., 2004). Sa durée moyenne est de 6-7 mois, avec des variations (4 a 13 mois) a la

fois entre chiennes et entre chaleurs d’une méme chienne. (Maillard et al., 2014).

2.2. Chez la chatte
La chatte est connue comme étant une espéce saisonniérement polyoestrale (parfois peut étre
non saisonniere). De plus 1’ovulation est provoquée par fécondation mais il peut y avoir une
ovulation sans fécondation dans ce cas-la on parle d’une pseudogestation. (Gillian et al.,
2014). La puberté est variable, les chaleurs peuvent se manifester a un age précoce (4mois) ou
a un age assez tardif (18 mois), mais la puberté est plus liée au poids qu’a I’age. La majorité
des chattes acquiérent leur puberté entre 6 et 9 mois avec un poids corporel de 2.3 a2 2.5 kg en
général (Root.Kustritz., 2010 ; Gillian et al., 2014). D’autre part 1’hérédité joue un réle dans
la survenue de la puberté, les races a poils courts, Siamois et Birman semblent acquérir une
puberté précoce par rapport aux races a poils longs comme la race Persan qui commencent
leur ler cycle 4 I’age de 18 mois (Root.Kustritz., 2010 ; Gillian et al., 2014).
Le cycle cestral chez la chatte differe de celui de la chienne. Il comporte 5 stades au lieu de 4
et se compose du proestrus, de 1’cestrus, du postoestrus, du dioestrus et de 1’anoestrus, comme
on peut le diviser en période de chaleurs (proestrus et cestrus) et période de non chaleurs
(Root.Kustritz., 2010 ; Gillian et al., 2014).
Le proestrus sa durée est d’environ 1-2 j. Durant cette phase la croissance folliculaire débute
avec des concentrations plasmatiques d’cestradiol faibles et insuffisantes pour I’expression des
chaleurs (Gillian et al., 2014).
Cette phase est rarement observée, c’est pour cette raison que I’on considere le proestrus et
I’cestrus comme période de chaleur (Root.Kustritz., 2010 ; Gillian et al., 2014).
L’oestrus:
Il commence lorsque la femelle permet au males de la monter, la durée peut étre de 2 a4 19 j
(Root.Kustritz., 2014). La chatte manifeste ses chaleurs par un changement de comportement:
se frotte contre des objets, se roule parois devient parfois extrémement affectueuse, beaucoup

de miaulements et adopte la posture de I’ordo. On peut également constater sur les organes
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génitaux externes quelques signes qui peut étre présentes : une petite rougeur, un
ramollissement ou un cedéme de la vulve et parfois un faible écoulement vulvaire transparent.
L’apparition des chaleurs a ce stade est due aux follicules qui secrétent les cestrogenes en
quantités assez suffisantes (Root.Kustritz., 2010 ; Gillian et al., 2014).

Postoestrus:

La chatte ne présente aucun signe et sa durée est comme celle du proestrus. A ce stade, la
chatte n’a pas ovulé, les follicules régressent et la quantité d’cestrogénes diminue
(Root.Kustritz., 2010). En absence d’accouplement et/ou d’ovulation les chaleurs vont étre
observées tous les 10-14 j.

Entre deux périodes de cyclicité, se trouve ’interoestrus pendant lequel la chatte ne présente
aucun signe clinique ou modification du comportement. Durant cet interoestrus 1’ovaire
commence a se préparer pour la croissance folliculaire suivante et donc 1’cestrus suivant
(Gillian et al., 2014).

Le dioestrus :

C’est une phase ou la chatte doit étre gestante apres ovulation et fécondation. Si c’est le cas il
y a une augmentation de la progestérone produite par le corps jaune (Root.Kustritz., 2010).
L’anoestrus :

Il apparait lorsque les jours sont naturellement courts (hiver) c’est une période de non
chaleurs et de repos sexuel durant laquelle la chatte se comporte normalement (Gillian et al.,
2014 ; Root.Kustritz., 2010).

3. Moyen de défense de I’utérus contre les infections

Lors d’une infection bactérienne I’utérus est dotée de deux types de protection une mécanique
et une immunitaire. Ces deux mécanises sont treés actifs au moment ou I’imprégnation
hormonale est importante, ceci est observé dans la période d’cestrus mais trés peu présent lors
des périodes de dioestrus expliquant que les infections utérines surviennent de fagcon assez
frégquentes durant ces périodes (Bousquet., 2006).

La protection mécanique est maintenue par la contractilité du myométre qui permet d’évacuer
tous les germes présents au moment de 1’ouverture du col lors du cycle. De plus la
desquamation régulicre de I’épithélium de 'utérus qui peut éliminer un certain nombre de
bactéries ainsi que I’effet bactéricide et mécanique présent au niveau du bouchon cervical.
D’autre part, la protection immunologique joue un rdle assez important dans le phénomene de

la defense par des voies non spécifiques comme les cellules phagocytaires moyennes ou



spécifiques telle que les immunoglobulines A qui inhibe la fixation des bactéries a

I’endomeétre utérin et I’immunoglobuline G par son pouvoir bactéricide (Bousquet., 2006).

Il. LEPYOMETRE
1. Définition et importance

Le pyométre littéralement signifie « utérus rempli de pus » est une maladie reproductive
courantes chez les chiennes et les chattes adultes non stérilisées, il est diagnostiqué
généralement entre 4 semaines a 4 mois apres 1’cestrus ¢’est-a-dire durant le dioestrus.

La maladie se développe de facon rapide et entraine un large éventail de signes cliniques
pouvant entrainer une mortalité dans certains cas d’ou I’importance d’établir un diagnostic
précoce et d’instaurer une thérapeutique efficace en cas de suspicion de pyométre (Hagman.,

2018 ; Santana et Santos., 2021).

Figure 2. Un utérus d’une chienne atteinte de pyométre (Hagman., 2018)

2. Facteurs favorisant du développement du pyometre
2.1. L’age
Le pyometre se manifeste généralement durant le doiestrus chez la chienne et en période
d’cestrus chez les chattes mais on parle surtout de la phase de dioestrus chez les deux especes
entre le printemps et le début de I'automne. En effet I’age est un facteur important car ces
animaux dans la plus part des cas sont pubéres et agees. On estime un 4ge moyen chez la
chienne de 7 ans avec un intervalle de 4 mois a 18 ans, et chez la chatte de 5 a 7 ans
(Hollinshead & Krekeler., 2016; Hagman., 2018).



2.2. Larace
La race des chiennes et des chattes peut influencer sur I’apparition de cette maladie.
Chez les chiennes, il s’agit des races Golden Retriever, le Schnauzer nain, 1’Irish Terrier, le
Saint Bernard, 1’Airedale Terrier, le Cavalier King Charles Spaniel, le Colley a poils ras ou
encore le Bouvier Bernois, le Rottweiler, le Bullmastiff et le Dogue de Bordeaux (Smith.,
2006 ; Santana et Santos., 2021).
Chez les chattes aucune prédisposition de race pour le pyometre n'été décrite. Cependant, une
étude rétrospective en Suéde a montré que les chats de race orientale et Sphynx avaient une
incidence plus élevée que les races suivantes : Sibérien, I'Ocicat, le Korat, le Siamois, le
Ragdoll, le Maine Coon et le Bengal (Hollinshead & Krekeler., 2016).

2.3. Facteur hormonale

Le pyometre se développe majoritairement a la faveur des fluctuations des hormones utérines
qui sont présentes soit de fagcon endogéne et sécrétées au cours du cycle, ou de facon exogene
c’est-a-dire administrées pour un effet thérapeutique précis. Il a été démontré qu'une
exposition répétée de lI'endomeétre a de fortes concentrations d'cestrogénes pendant le proestrus
et l'cestrus, suivies de fortes concentrations de progestérone pendant la phase dioestrale rend
I’utérus sensibles aux infections bactériennes. La progestérone joue un réle important dans la
stimulation de la sécrétion glandulaire de I'endometre et supprime les contractions de I'utérus,
créant ainsi un environnement intra-utérin prédispose a la croissance bactérienne et au
développement d'un pyometre, les cestrogénes jouent un réle moins important en favorisant
les progestérones. Les concentrations ¢élevées d’cestrogenes et de progestatifs résultant d’une
administration exogéne durant I’cestrus ou le dioestrus pour provoquer une gestation, peuvent
agir de fagon négative entrainant 1’apparition de cette maladie (Feldman & Nelson., 2003;
Hollinshead & Krekeler., 2016 ; Lesley & Boag., 2018).

2.4. Facteurs anatomiques
Les facteurs anatomiques sont liés a la race et I’espéce de I’animal. Ainsi, un utérus avec une
taille et une longueur anormale ou inadéquate ne permettra pas une vidange complete de
I’utérus entrainant par conséquent une accumulation des liquides durant le cycle sexuel, et qui

devient un milieu favorable a la prolifération bactérienne (Bousquet., 2006).



3. Pathogénie
La pathogénie du pyomeétre est encore mal comprise. Elle est considérée comme étant
multifactorielle chez la chienne et chez la chatte. Cependant, il est communément admis que
le pyométre est due a I’association de nombreux facteurs hormonaux et bactériens
(Hollinshead & Krekeler., 2016 ; Hagman., 2018).
Il est connu que cette maladie se manifeste durant le dioestrus ou 1’on note des imprégnations
élevées de la progestérone, hormone jouant un rdle important dans la prolifération et la
croissance des glandes endométriales, des mécanismes qui entrainent une hyperplasier
endométriale glandulaire prédisposant dans certains cas a 1’apparition du pyometre or que les
deux troubles peuvent se développer de facon indépendante. De plus, cette hormone stimule
I’augmentation des sécrétions glandulaires et ce qui confere aux les bactéries un milieu
favorable a leur multiplication, une fermeture cervicale, une suppression des contractions
myomeétriales et une diminution de statue immunitaire (réponse locale des leucocytes locales)
(Hagman., 2018 ; Liao et al., 2020).
D’une part, la réponse de l'endomeétre a la progestérone est marquée lorsqu'une imprégnation
ostrogénique précede. Le plus souvent il s’agit d’cestrogénes exogenes injectés durant 1’ cestrus
afin de prévenir une gestation et stimuler les récepteurs progésteroniques. Par conséquence
durant I’cestrus il y a une ouverture du col permettent le passage des bactéries vers 1’utérus qui
est normalement capable de les élimines mais pas au moment de doiestrus (Hagman., 2018).
En 2021 Santana et Santos ont noté la présence de la lactoferrine, une glycoprotéine
antimicrobienne présente dans I’endomeétre a des taux élevés pendant le proestrus et 1'cestrus,
et décrivent la présence de protéine (Mucl) a la surface de I'endometre qui le protege contre
les infections en empéchant I'adhésion bactérienne. Cependant, durant le dioestrus le taux de
lactoferrine et de Muc-1 baisse et donc rend I’endométre sensible aux infections bactériennes
en favorisant l'adhérence bactérienne a I'épithélium endométrial et la colonisation de
I'environnement utérin.
Parmi ces bactéries, on trouve Escherichia coli, bactérie a gram négative caractérisée par sa
capacité d'adhérer a un récepteur specifique dans I'endometre, et en présence de progestérone,
elle libére des endotoxines qui vont entrainer par la suite des chocs septiques.
On trouve ¢également d’autres bactéries entéropathogénes telles que Klebsiella,
Pseudomonas, Proteus, Staphylococcus, d'autres anaérobies Gram- et Gram+. Ces dernies
par le bais des composants de leur paroi cellulaire, tels que les peptidoglycanes, ont également
la capacité d'induire la libération de cytokines inflammatoires provoquant ainsi des leésions

nécrotiques et un choc toxique (Santanna., 2016). Parmi ces bactéries Gram +, une bactérie
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peu spécifique c’est [’Arcanobacterium pyogenes souvent retrouvée dans les cas de pyometre.
Entre ces bactéries s’installe une synergie, les anaérobies produisent des substances
leucotoxiques ou inhibitrices de la phagocytose tandis que A. Pyogene synthétise un facteur

de croissance pour les anaérobies Gram- (Bousquet., 2006).

4. Signes cliniques
Les signes cliniques sont variables et dépendent du statut immunitaire, de la virulence des
bactéries mais le plus important de la perméabilité du col, on parle d’un pyométre a col ouvert
ou a col fermé (Lioa et al,. 2016 ).
En cas de pyomeétre a col ouvert, I'exsudat utérin purulent est drainé a travers le col de I'utérus
vers ’extérieur, un écoulement vulvaire purulent voir parfois sanguinolent est observé et
facilement identifiable associé a d’autre signes cliniques tels que l'anorexie, Iéthargie et une la
polyuriepolydipsie (chez les chiennes), de la tachycardie, une tachypnée, un pouls faible et
une paleur des muqueuses; on note de la fievre, la déshydratation parfois, les douleurs
abdominales a la palpation, et dans de rare cas un 1’animale peut présenter des difficultés de
déplacement et de la diarrhée. Chez la chatte on observe une distension abdominale, une
déshydratation et une fievre associée a de I'anorexie et de léthargie étant les manifestations les
plus courantes (Smith,. 2006 ; Hollinshead & Krekeler., 2016 ; Hagman., 2018).
Inversement, en cas d’un pyometre a col fermé il n’y a pas d’écoulement vaginal évocateur, le
col reste fermé et I'exsudat purulent est retenu dans l'utérus, ce qui augmente le risque de choc
endotoxémique voire méme la possibilité de rupture utérine avec une progression rapide de la
dépression, de la polyurie, de la polydipsie, des vomissements et de la diarrhée. L’évolution
peut étre fatale si le diagnostic n’est pas posé en début d’évolution (Lesley & Boag., 2018 ;
Santana & Santos., 2021).
En effet, que ce soit a col ouvert ou a col fermé les signes cliniques observés permettent
seulement de suspecter un pyomeétre d’ou la nécessité d’effectuer d’autres examens

complémentaires pour confirmer le diagnostic préétablit (Hagman., 2018).

5. Diagnostic
Le pyomeétre est facile a reconnaitre dans les cas classiques, mais peut étre plus difficile
lorsqu'il n'y a pas d'écoulement vaginal (col fermé) (Hagman., 2018).
Le diagnostic d’un pyometre est basé sur I’anamnése, I’historique de 1’animal age, race,

antécédents médicamenteux comme les cas d’injections de progestérone pour prévenir
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I’cestrus) ainsi que les signes cliniques, les résultats des tests biochimiques et hématologiques
et la cytologie. Il existe d’autres méthodes plus précises qui permettent de confirmer sa
présence telles que la radiographie et I’échographie, comme on peut aussi établir d’autres
examens complémentaires post opératoires : I’histopathologie, macroscopique de 1’utérus et
des ovaires et I’examen microbiologique a partir d’'un prélévement effectué au niveau du
contenu utérin (Hollinshead & Krekeler., 2016 ; Hagman., 2018).

En générale le diagnostic clinique est basé sur les informations provenant des propriétaires.
Cependant, les propriétaires de ces animaux lorsqu’ils sont plus agées, peuvent omettrent de
signaler I’absence d’activité cestrale récente en supposant que leur animal a subi une «
ménopause » (Smith., 2006). D’autres critéres peuvent étre décrits tels que la présence d’un
écoulement vulvaire purulent avec ou sans distension abdominale et dans de nombreux cas
I'utérus est visiblement agrandi mais il faut faire tres attention lors de la palpation abdominale
car cela peut entrainer une rupture utérine si le col est fermé et que 1'utérus est friable, d’autres
signes plus courant peuvent se manifester comme la déshydratation, la fiévre, I'anorexie et la

lethargie étant les manifestations les plus courante (Hollinshead & Krekeler., 2016).

6. Approche thérapeutique
Historiquement, la chirurgie est la méthode habituelle et le traitement de choix dans la
majorité des cas, mais on réaliteé le pyometre peut étre traité chirurgicalement ou
médicalement et dans certains cas une combinaison des deux approches peut étre la solution
la plus efficace et la plus sure (Smith., 2006 ; Hollinshead & Krekeler., 2016).
Le choix de I’approche thérapeutique dépend de I’age et 1’état général de I’animal, 1’intérét
pour la reproduction, la gravité du pyomeétre apres un examen clinique et radiographique.
Le traitement médical est réservé en général aux animaux a haute valeur d’¢levage, aux
animaux agés ou en mauvais état général chez lesquels 1’anesthésie serait dangereuse.
D’autre part, le traitement médical peut étre prescrit dans le cas ou les propriétaires souhaitent
réduire au minimum les codts. Le but de cette approche peut étre préventif contre une
prolifération bactérienne et [’action des endotoxines ou de supprimer I’effet de la
progestérone administrée (voie exogene) il permet a la fois 1’ouverture du col et donc le
drainage du matériel purulent de I'utérus et des bactéries aidé par l'induction des contractions
myométriales, et ’amélioration du statut immunitaire (Fieni et al., 2014 ; Hollinshead &
Krekeler., 2016 ; Lesley & Boag., 2018).
Avant la prescription du traitement médical, il est nécessaire d’exclure toute affection

concomitante, une péritonite, un syndrome pyrétiques, une maladie rénale, une heépatite
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réactive ou une coagulation intravasculaire disséminée, d’ou I’importance d’établir un examen
clinique complet et une échographiée complet, et d’effectuer des analyses hématologiques et
biochimiques complémentaires (Fieni et al., 2014; Hollinshead & Krekeler., 2016).

La prise en charge médicale est basée sur 'utilisation des prostaglandines (PGF2a), des
antagonistes dopaminergiques et des antagonistes des récepteurs de la progestérone ou des

anti-progestatifs.

I11.  LESANTIBIOTIQUES

1. Définition
Un antibiotique est une substance naturelle, synthétique ou semi-synthétique qui a tres faible
concentration tue ou inhibe la croissance bactérienne par une action au niveau d'une ou
plusieurs étapes métaboliques indispensables a la vie de la bactérie. Dans le premier cas, on
parle dantibiotique bactéricide et dans le second cas dantibiotique bactériostatique. Les
antibiotiques sont des molécules non actives contre les virus. Ils n'accélérent pas la guérison

et ne protégent nullement contre I'infection virale (Waksman., 1944 ; Turpin et Velu., 1957).

2. Classification des antibiotiques
D'aprés leur structure chimique souvent complexe et de nature trés variée, Berdy et al. (1987,
2005) proposent un systeme de classification ouvert a tous les antibiotiques. Ce systeme les
répartit dans neuf grandes familles chimiques et il est le plus utilisé en recherche
fondamentale.
Il est a noter que ce type de classification met a I'écart tout intérét thérapeutique et clinique,
c'est pour cela qu'il existe aussi d'autres variantes de classer les antibiotiques.
Autres types de classification
Dans le domaine pharmaceutique et médical ou la classification chimique importe peu;
d'autres types de classifications sont utilisés. Les composés bioactifs peuvent étre classés en
fonction de leur spectre d'action, de leur type d'action, de leur mode d'action, de leur origine
ou encore de leur charge électrique :
Selon leur spectre d'action, les antibiotiques peuvent avoir un spectre large, moyen, ou tres
étroit
Selon leur type d'action, les antibiotiques peuvent étre bactéricides ou fongicides comme ils
peuvent étre bactériostatiques ou fongistatiques.
Selon leur mode d'action, les antibiotiques sont classés selon la cible moléculaire sur laquelle

ils se fixent.
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Selon leur origine, les antibiotiques peuvent étre élaborés par divers organismes vivants. Ils
peuvent étre d'origine fongique (ex: pénicillines), bactérienne (ex: bacitracine) ou encore
vegeétale.

Selon leur charge électrique, les antibiotiques peuvent étre a caractére acide (ex: pénicilline),
basique (ex: aminosides) ou neutre (ex: nogalamycines, mutactimycines) (Berdy et al., 1987,
2005; Lamari, 2006).

3. Mode d’action des antibiotiques
Les antibiotiques sont des molécules qui stoppent la prolifération bactérienne en inhibant une
¢tape primordiale de leur développement. Selon sa nature, 1’antibiotique bloque la synthése de
la paroi bactérienne, de leur acides nucléique, de leur protéines,.... Entravant ainsi leur survie

et leur cycle de reproduction.

(1) Inhibition de la synthése (2) Inhibition de la synthése
de la paroi bactérienne de la membrane cytoplasmique
/

P .

—

C@ Inhibition de la ‘ P
synthése protéique \‘_0 Inhibition de la
I synthése de 'ADN

(5) Autres mécanismes

Figure 3: les différents modes d’action des antibiotiques (http://www.devsante.org)

3.1. Action sur la synthése de la paroi bactérienne
Les bactéries et les fungi disposent d'une paroi protectrice. L'élément essentiel qui la
caractérise chez les bactéries est la maréine, appelé aussi peptidoglycane, qui est un polymeére
complexe constitué de sucres aminés et tetrapeptides reliés par différents types de liaison
chimiques. Chez les fungi, la constitution de la paroi est différente. Elle est riche en chitine,
en glucanes et dautres polyosides selon les espéces, tels que les chitosanes chez les
Mucorales et les mannanes chez les levures (Leyral et Vierling, 2007; Lansing et al., 2010).

Les antibiotiques qui agissent sur la paroi, entravent le déroulement normal de sa synthése et
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exposent ainsi le microorganisme aux différents facteurs de stress externes, notamment is
pression osmotique qui conduit a la lyse cellulaire (Lansing et al., 2010).
Les antibiotiques antibactériens (B-lactamines, cycloserine, fosfomycine et glycopeptides)
agissent sur la synthése pariétale empéchent l'insertion des acides aminés formant le
tétrapeptide muréique ou en empéchant l'insertion de ce dernier au niveau de la muréine
(Asselineau et Zalta, 1973).
Les antibiotiques qui inhibent la synthese pariétale fongique (ex.: échinocandines) bloquent la
synthése des glucanes pariétaux, essentiels a la paroi cellulaire fongique, entrainant ainsi un
déséquilibre osmotique puis la lyse de la cellule fongique (Asselineau et Zalta, 1973; Carle,
2003).

3.2. Action sur la membrane plasmique
La membrane cellulaire représente une entité primordiale et vitale chez tout microorganisme.
Elle est constituée d'une double couche phospholipidique et de protéines qui lui sont associées
(Figure 4).

Extracellular Fluid

Globular protein

Glycoprotein Carbohydrate
Hydrophilic

P inch 1
rotein channe! heads

(transport protein)

Phospholipid
bilayer

OO0

Cholesterol

Phospholipid

Integral protein
e molecule

(globular protein)

Glycolipid Surface protein

Peripherial protein Hydrophobic tails
Alpha-Helix protein
(integral protein)

Cytoplasm

Figure 4. La structure fondamentale de la membrane plasmique (https://pin.it/3QBXU7r

biologywitsaxe)

La membrane cytoplasmique est une barriére sélective permettant de maintenir les métabolites
et les ions a l'intérieur du microorganisme. Elle est aussi impliquée dans la stabilisation du
gradient de protons qui permet I'emmagasinement de I'énergie cellulaire (Prescott et al, 2002).
Certains antibiotiques visent a rompre cette membrane provoquant la dispersion de I'énergie
chimio-osmotique et la fuite du contenu cytoplasmique au milieu extracellulaire rendant toute
survie bactérienne impossible.

Ces antibiotiques peuvent étre antibactériens (ex: polymyxines) ou antifongiques (ex.:

amphotéricine B et nystatine). Ces deniers, agissent sur les stérols de la membrane plasmique
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eucaryote, nécessaires a l'intégrité de la membrane cellulaire, conduisant ainsi a la formation
de pores provoquant une augmentation de la perméabilité avec perte du contenu
cytoplasmique puis la mort de la cellule fongique (Carle, 2003; Sylvie et Pharm 2003; Hulin
et al 2005).

Les polymyxines pénetrent les membranes bactériennes grace a leur caractere amphiphile et
s'incorporent aux couches lipidiques par l'intermédiaire de leur extrémité hydrophobe (acide
gras) alors que l'extrémité hydrophile reste a I'extérieur. Cette action a pour effet la

désorganisation membranaire et la mort cellulaire (Prescott et al, 2002).

3.3. Action sur les acides nucléiques

Les acides désoxyribonucléiques (ADN) constituent le support d'information génétique.
L'acide ribonucléique (ARN) intervient essentiellement comme support intermédiaire des
génes lors de la synthése protéique. Cela montre I'importance vitale des acides nucléiques
(ADN et ARN) pour toute entité biologique vivante.

Les antibiotiques qui ont une action sur la synthése des acides nucléiques ciblent I'une des
étapes majeures (la synthese d'ADN et sa réplication, la transcription d'ADN en ARN). Parmi
ces antibiotiques, les quinolones et fluoroquinolones qui agissent en se liant au complexe
ADN-ADN gyrase bactérienne, ce qui a pour effet d'inhiber la gyrase (indispensable a
l'ouverture de la double hélice). Ceci inhibe la réplication de I'ADN, donc la division
bactérienne. La mitomycine et l'acide nalidixique empéchent respectivement la réplication de
I'ADN (en se fixant sur les deux brins d’ADN) et sa synthése (par inhibition de I'incorporation
de la thymine). L'actinomycine empéche la transcription de I'ADN en ARN messager
(Asselineau et Zalta, 1973; Prescott et al, 2002; Lansing et al., 2010).

3.4. Inhibition de la synthese des protéines

La synthese protéique constitue également une étape vitale pour les cellules microbiennes.
L'ARN messager est traduit en protéines (protéines structurales, enzymatiques, de transport)
au niveau des ribosomes.

Les antibiotiques qui inhibent la synthese protéique agissant sur les ribosomes, comme c'est le
cas des macrolides, des tétracyclines et du chloramphenicol. Au niveau du ribosome, ces
peuvent empécher la fixation de I'ARN de transfert porteur d'acides aminés, la translocation et
la transpeptidation. D'autres antibiotiques (ex. streptomycine) provoquent des erreurs de
lecture du code génétique (Asselineau et Zalta, 1973). Le ribosome est un trés gros

assemblage de plusieurs protéines et d’ARN ribosomaux (ARN), composé de deux sous-
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unités; une grande et une petite. Ces deux sous-unités s‘assemblent et forment, a leur
interface, une « téte de lecture » capable de décoder 'ARN messager (Figure 05). Certains
antibiotiques agissent sur la petite sous-unité (308) ribosomale(ex : aminosides, cyclines et
glycyleylines) et d'autres sur la grande sous-unité ribosomale (50S) comme les macrolides, les

oxazolidinones, les acides fusidiques et les phénicolés.

Grande sous-unité

Protéine

ARN messager
Petite sous-unité

Figureb. Structure du ribosome (https://pin.it/5P22qqy biofaculté)

Les antibiotiques comme les tétracyclines, les macrolides et le chloramphénicol inhibent les
syntheses protéiques en agissent sur les ribosomes en empéchant la fixation de I’ARN de
transfert porteur d’acides aminés, la translocation et la transpeptidation. Il existe d’autres
antibiotiques qui provoquent des erreurs de lecture du code génétique (ex. streptomycine)
(Asselineau et Zalta., 1973).

4. La résistance bactérienne aux antibiotiques

4.1. L’antibiorésistance
La résistance des bactéries aux antibiotiques est apparue tres peu de temps aprés le début de
l'usage de ces derniers. Le premier cas de résistance a la pénicilline a été enregistré sur des
souches de staphylocoques (Mary Barber, 1946). De nombreuses publications font I'état de la
constante évolution des phénomeénes d'antibiorésistance. Les grands progrés enregistrés par la
microbiologie, notamment en ce qui concerne la «morphologie» et le «métabolisme »

bactériens ont permis de comprendre les mécanismes de cette résistance.
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4.2. Les types de résistance

4.2.1. Résistance naturelle (intrinséque)
La résistance d’une espece ou d’un genre bactérien donné qui ont la capacité de résister a un

antibiotique. Le support de cette résistance est chromosomique (Lansing et al., 2010).

4.2.2. Résistance acquise :
C’est la capacité d’une souche bactérienne a résister a une concentration d’antibiotique
beaucoup plus élevée que celle supportée par les autres souches de la méme espéce
bactérienne (Schwarz et Chaslus., 2001). C’est une propriété de souche, cette résistance peut
étre acquise soit par par mutation chromosomique, soit par acquisition de matériel génétique
exogene (Yala et al., 2001 ; Barrial et al., 2005 ; Lansin et al., 2010).

4.2.2.1. Résistance par mutation chromosomique
Ce phénomeéne rare est mis en cause dans une toute petite partie des résistances rencontrées en
clinique. Dans la plupart des cas I'augmentation de la résistance se fait progressivement par
plusieurs mutations chromosomiques successives (Demerec, 1948). Cependant, il est possible
gu'une seule mutation chromosomique puisse induire une augmentation trés importante de
I'antibiorésistance. La diffusion de ce type de résistance est étroitement liée a la diffusion dans

la nature de la souche bactérienne mutante.

4.2.2.2. Résistance par acquisition de matériel génétique exogene

Contrairement a la mutation chromosomique ou l'on a une augmentation par paliers de la
résistance, l'acquisition de matériel génétique exogene permet l'apparition d'une augmentation
brusque de la résistance. Cette acquisition de nouveaux génes se fait par l'intermédiaire de
plasmides ou de transposons par trois mécanismes : la conjugaison, la transformation et la
transduction.

La conjugaison peut s'effectuer entre deux bactéries de méme espéce ou bien entre deux
bactéries d'especes différentes mais compatibles. Elle a pour principe, le transfert d'une copie
du plasmide porteur des genes de résistance par l'intermédiaire des pili sexuels (Lederberg,
1946)
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La transformation est un autre phénomene qui a généralement lieu entre bactéries de genres
proches pour permettre la recombinaison. 1l a pour principe l'obtention de nouveaux génes de
résistance par le réarrangement de séquences d’ADN échangées entre deux bacteries (Griffith,
1928).

Enfin, la transduction se fait par la transmission de séquences d’ADN entre différentes
bactéries et ce par l'intermédiaire d'un virus "bactériophage”. Ce mécanisme n'a lieu que pour

des bactéries de la méme souche vue la spécificité des bactériophages (Lwoff, 1950,).

4.3. Mécanisme de résistance
Pour survivre, la bactérie tente d'échapper a l'action des antibiotiques par différentes
stratégies, ces dernieres peuvent étre classées en deux types principaux : des mécanismes non
enzymatiques (intrinseques) et des mécanismes enzymatiques.

4.3.1 Mécanismes enzymatiques
Ces mécanismes consistent a synthétiser des enzymes qui ont le pouvoir de réduire ou
carrément inactiver l'antibiotique. Parmi ces enzymes, celles inactivant les aminosides, les
phénicolés et les R-lactamines (Cavallo et al., 2004).

4.3.1.1. Les enzymes inactivant les phénicolés
La production d’un chloramphénicol acetyltransferase plasmidique est souvent la cause de la
résistance au chloramphénicol. Cette substance est détectée chez certaines especes
d'entérobactéries telles que Salmonella typhi et Pseudomonas et Yersinia (Cavallo et al.,
2004). Mais il peut exister aussi, une résistance au chloramphénicol par le biais d'une
nitroreductase (Smith et Erwin, 2007).

4.3.1.2. Les enzymes inactivant les aminosides
Ces enzymes sont classées en trois catégories d'aprés la réaction produite: aminoside
acetyltransferases, aminoside adenyltransferases et aminoside phosphotransferases; seules ces

derniéres conférent un haut niveau de résistance (Cavallo et al., 2004).

4.3.1.3. Les enzymes inactivant les Béta-lactamines
Plusieurs bactéries de la famille des Enterobacteriaceae telles que Klebsiella pneumoniae,
Escherichia coli et Salmonella enterica produisent des enzymes inactivant les antibiotiques.
Ces bactéries présentent une résistance naturelle aux aminopénicillines (Ampicilline-
Amoxicilline) et aux carboxypénicillines, due a une pénicillinase constitutive, c.a.d. produite

constamment et indépendamment de la présence de I'antibiotique (Cattoir, 2004).
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4.3.2. Mécanismes non enzymatiques
Parmi les mécanismes non enzymatiques qu'utilise la bactérie pour sa survie
I'imperméabilité, la modification de la cible d'antibiotique, les systemes d'efflux et la

4.3.2.1. L’imperméabilité « Résistance par diminution de la pénétration d’un

antibiotique »
L'existence de I'enveloppe hydrophobe chez les bactéries permet une résistance naturelle a
plusieurs antibiotiques hydrophiles cela est di au composant lipo-polysaccharidique (LPS)
présent sur les enveloppes des bactéries a Gram négatif (Cavallo et al., 2004). Des mutations
peuvent entrainer des modifications quantitatives ou qualitatives de I'expression des porines.
Ces derniéres sont des protéines possédant des canaux centraux qui permettent le passage de
molécules hydrophiles de petite taille comme les R-lactamines, les aminosides et les
phénicolés. Leur inactivation ou la diminution de leur nombre est responsable de la résistance
acquise a plusieurs familles d'antibiotiques par diminution de la diffusion des antibiotiques
(Carvallo et al., 2004).

4.3.2.2. Systeme d’efflux « Résistance par augmentation de I'excrétion des

antibiotiques »
Ce mécanisme est actif chez les bactéries a Gram négatif et a Gram positif. Il consiste a
I'expulsion des antibiotiques hors de la cellule bactérienne, mais il existe surtout chez les
bactéries n'ayant pas un systeme de dégradation intracellulaire, possedant des protéines
membranaires qui induisent une augmentation de l'excrétion de I'agent antibactérien et par
conséquence l'augmentation de la résistance a ce dernier (Cavallo et al.2004).

4.3.2.3. Résistance par absence de site d’action
C'est une résistance naturelle par absence du site d'action. Par exemple, Les bactéries résistent
naturellement aux antifongiques par absence de stérols et les champignons résistent aux
pénicillines par absence de peptidoglycane.

4.3.2.4. Altération des cibles d’antibiotiques
Si la cible est modifiée de telle maniére que lI'antibiotique ne puisse pas s'y fixer, la
bactérie acquiert une résistance qui s'étend souvent a toute la famille de l'antibiotique a cause
d'une moindre affinité (Fauchere et Avril, 2002; Cavallo et al., 2004).
Le ribosome est le siege de la synthése protéique et en méme temps le site de fixation de
quelques antibiotiques provoquant l'arrét de la synthése protéique. La modification acquise de
celui-ci par mutation, diminue l'affinité du site de fixation de I'antibiotique et rend la bactérie
résistante (Fanchere et Avril, 2002).
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DEUXIEME PARTIE : ETUDE PRATIQUE



I.  Matériel et méthode
1. L’objectif de I’étude
Le pyométre est une maladie dont les causes sont multiples, la présence de certaines bactéries
peut entrainer le développement de ce dernier. Cette étude est réalisée dans le but d’identifier
ces bactéries qui peuvent participer dans le mécanisme de développement du pyométre ainsi
que d’évaluer le profil de résistance et de sensibilités aux différents antibiotiques qui sont

généralement utilisées dans le cadre thérapeutique.

2. Echantillon et méthode de prélévement

Les prélevements ont été effectués sur des chattes et des chiennes provenant du service de
Chirurgie et du service de la médecine Canine a I’ENSV et certains cabinets vétérinaires a
Bab Ezzouar, les examens et les analyses bactériologiques sont au niveau de laboratoire de
Microbiologie de 1’école.

Il est important de s’assurer que les prélévements sont effectués dans des conditions
aseptiques & 1’aide d’écouvillons stériles au niveau de la membrane pyogeéne des cornes
utérines afin de prélever le maximum des bactéries. Les écouvillons sont conservés a — 4°C

jusqu’a analyse, Chaque prélévement est accompagné d’une fiche d’enquéte (annexe 1).

3. Enrichissement et isolement des souches bactériennes
3.1. Pré-enrichissement des cultures :
Les écouvillons sont ensemencés dans un tube d’enrichissement de fagon stérile (figure 6), ce
tube contient du bouillon BHIB (Brain Heart Infusion Broth) (Annexe 2). Les tubes sont
identifiés puiser incubés dans 1’étuve a 37 C° pendant 18h a 24h (Le Minor et Veron., 1982 ;
Pilet et al., 1983).

Figure 6 : Ecouvillons ensemences dans des bouillons nutritifs BHIB
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3.2. Isolement des souches bactériennes :

Afin d’¢établir un diagnostic bactériologique précis, la mise en culture est indispensable
surtout si les prélévements proviennent d’une cavité ouverte et qui contient plusieurs especes
bactériennes, rajoutant que c’est a partir de ces cultures que les divers caractéeres
biochimiques peuvent étre révélés et qui vont permettre par la suite 1’identification de ces
bactéries (Boussena., 2020).

Dans cette ¢étude on a choisi deux milieux pour 1’isolement, un milieu non sélectif (gélose
nutritif) et le milieu Chapman (Annexe 3) pour I’isolement et I’identification des bactéries

Gram +

Technique :
On prend de fagon stérile un inoculum d’une suspension bactérienne a 1’aide d’une anse en
palatine, ensuite cet inoculum est ensemencé sur une géelose nutritive (milieu d’isolement non
sélectif) (Figure 7), puis incubés a 1’étuve a 37° C durant 24h (Bent Mohamed et Mint Sidi

baba., 2008). On utilise la méme technique pour le milieu Chapman (Figure 8).

Figure 7 : préparation pour I’ensemencement  Figure 8 : ensemencement sur Chapman

Sur gélose nutritive.

Les cultures bactériennes sont purifiées 24h apres, la sélection est basée sur 1’aspect

macroscopique des colonies : la couleur, la forme, le diamétre, ’aspect... (Boussena., 2020).
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4. ldentification des souches bactériennes
4.1. Tests d’orientations
4.1.1. Coloration de Gram

En microbiologie, il existe plusieurs techniques de coloration celle de Gram représente la
coloration de base, elle a été décrite en 1884 par le médecin danois Hans Christian Gram.
Grace a cette technique on a pu classer les bactéries en deux grands groupes les Gram
positives et les Gram négatives selon les propriétés de leur paroi, on générale cette paroi est
présente chez toutes les bactéries connues comme étant un élément rigide composé de sucres
et de différents types d’acides aminés, appelée le peptidoglycane de plus chez les bactéries
Gram négatives on trouve une membrane externe contenant de protéines, lipides et
polysaccharides, cette derniére n’est pas présente chez les bactéries Gram positives ce qui
permet a ces bactéries d’étre colorés en violet alors que les Gram — sont colorés en rose (Assis
etal., 2019).
La coloration de Gram permet d’identifier le groupe des bactéries macroscopiquement par la
couleur et microscopiquement par leur forme, taille et leur regroupement cellulaires (Lansing
et al., 2010 ; Francois., 2011).

Techniques :
Un frottis est préparé a partir d’une suspension bactérienne qui doit étre étalée sur une lame
puis fixée a I’aide d’une flamme puis colorée selon les étapes suivantes :

— Coloration au Violet de gentiane pendant une minute.

— Le Lugol pendant une minute.

— Ringage a I’eau.

— Alcool a 95% environ 30 secondes a 1 minute.

— Ringage a I’eau.

— Coloration a la Fushine une minute.

— sécher entre deux feuilles de papier filtre.
Observation sous immersion au microscope optique (grossissement x 100) (Lansing et al.,
2010 ; Francois., 2011).
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4.2. Tests biochimiques :
4.2.1. Recherche de la catalase :
Il existe certaines bactéries qui ont la capacité de dégrader le peroxyde d’hydrogene (H,0,)
par la présence de la catalase, enzyme présente chez la majorité des bactéries aérobies strictes
et anaérobie facultatives, sa fonction est de prévenir I’accumulation de peroxyde d’hydrogéne
a des niveau toxique en catalysant la conversion du H,O; en eau et en oxygéne selon la

formule suivante (Francois., 2011; Meziani., 2012 ; Francois et al., 2016) :

Catalase
H,O, 1 0O, + H,O

Technique :
Prélever une colonie a ’aide d’une anse de palatine et I’ déposer sur une lame puis on ajoute
une goutte d’eau d’oxygene on utilisant une pipete pasteur.

Le dégagement du bulle de gaz confirme la présence de I’enzyme.

4.2.2. Recherche de I’oxydase :
L’oxydase ou cytochrome oxydase est une enzyme d’oxydo- réduction permet d’identifier
surtout celle a bacilles Gram —
Les bactéries qui ont ce cytochrome sont dotées généralement d’une chaine respiratoire
compléte lui permettent d’oxydé le N, N, N, N tétraméthyl 1,4 phényléne diamine, composant
réactif de la recherche de cette enzyme il donne un complexe de couleur violet une fois il

rentre en contact avec ce dernier (Frangois., 2011 ; Meziani., 2012 ; Francois et al., 2016).

Technique :

A partir d’une suspension bactérienne on prend 2ml dans un tube stérile & 1’aide d’une pipete
pasteur ou bien une seringue puis on dépose un disque d’oxydase, celui-ci contient de
I’oxalate de diméthyl paraphényléne diamine. Sur les tubes on note une coloration violette

foncée résulte que ces bactéries sont des bactéries oxydase-positives (Boussena., 2020).
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4.2.3. Catabolisme des glucides
La plupart des bactéries utilisent les glucides comme source d’énergie dans leur métabolisme
cela sous deux voies :
» Voie oxydative : en présence d’oxygéne les bactéries dégradent les glucides et
produisent peu de catabolites acides.
» Voie fermentative : en absence d’oxygene, les bactéries vont utiliser les sucres avec
production des catabolites acides entrainent une diminution du PH du milieu.
Afin de déterminer la voie de dégradation utilisée par ces bactéries, on a choisi le milieu TSI
dans cette étude.

Le milieu TSI

C’est un milieu proposé par Hajna (1945), contenant du glucose, du lactose, du thiosulfate et
des ions ferreux (Meziani., 2012). |l est utilisé essentiellement pour I’identification des
entérobactéries, en permettent la recherche des différents caractéres biochimiques
I’utilisation du glucose/lactose ou saccharose, la production du H2S, du gaz par la
fermentation du glucose et la recherche de la B-galactosidase, ce milieu coulé en tube avec

pente et culot, I’indicateur du PH est le rouge de phénol (Meziani., 2012 ; Boussena., 2020).

v Leculot:
Conditionné par la présence du glucose et 1’absence d’oxygeéne, le glucose entraine
I’inhibition de la synthése des enzymes responsables de la dégradation du lactose (B-
galactoside perméase et B-galactosidase) ¢’est 1’effet glucose (Meziani., 2012). Cela explique
le fait que les bactéries le glucose comme une source premiére d’énergie puis le lactose or que
la quantité du ce dernier est 10 fois plus que celle du glucose dans ce milieu (Meziani., 2012 ;
Boussena., 2020).
Pour la lecture si I’indicateur du PH change du couleur et devenu jaune cela explique que les
bactéries fermentent complétement le glucose, si le culot reste rouge c’est que ces bactéries
n’arrivent pas a fermenter le glucose (Meziani., 2012 ; Boussena., 2020).
L'utilisation du lactose ne modifiera pas la couleur, donc on lit le caractére glucose dans le
culot (Boussena., 2020).
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v’ Lapente :
Au début il y’a I’effet glucose par voie oxydative d'ou production faible d'acides puis cet effet
disparu et selon la bactérie on note :
Des bactéries dites lactose (+) : possédent les deux enzymes nécessaires pour la dégradation
du lactose et produisent d’acide, macroscopiquement la couleur devienne jaune.
Des bactéries dites lactose (-) : n’ont pas d’enzymes et donc ne dégradent pas le lactose, mais
elles utilisent les peptones comme une source d’énergie aboutissent par la suite a la libération
des produits basiques exemple : ammoniac d’ou une recoloration rouge de la pente (Meziani.,
2012 ; Boussena., 2020).

v Production de gaz :
La production du gaz se traduit par formation de bulles au niveau du culot ou bien par une
poche qui se forme entrainant le décollement du milieu du fond du tube (Meziani., 2012 ;
Boussena., 2020).

v Production de H2S :
Cette réaction est conditionnée par la présence du thiosulfate de sodium et citrate ferrique
(Fe3+), les ions du thiosulfate se réduit en H,S en anaérobiose (Meziani., 2012 ; Boussena.,
2020) selon la formule suivante :

S,057 + 10H" + 8e~ 2H,S + 3H,0 (Meziani., 2012)

H,S formé se combine au citrate de fer est forme un précipité de sulfure de fer noir, les

bactéries qui présente ce précipité est dite H2S+ (Meziani., 2012 ; Boussena., 2020).

4.2.4. Mannitol mobilité

Ce test permet d’identifier a la fois la fermentation du Mannitol (caractére biochimique) et la
mobilité des bactéries (caractére morphologique).
Le mannitol est un dérivé de réduction du mannose avec production d’acides la lecture de
I’utilisation du mannitol par ces bactéries est possible grace a I’indicateur du pH (le rouge de
phénol) du rouge en milieu basique au jaune en milieu acide (acidification du milieu), dans ce
cas on dit que la bactérie est mannitol + (Meziani., 2012 ; Boussena., 2020).
La mobilit¢ est déterminée par une répartition des colonies sous forme d’un trouble
envahissant toute la largeur de la gélose de part et dautres de la pigdre centrale, sinon si la
bactérie est immobile on observe des colonies au lieu de 1I’ensemencement (Frangois., 2011 ;
Meziani., 2012).
Technique :
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Le milieu est ensemencé a 1’aide d’une anse de platine ou une pipette Pasteur a bout fermée
sous forme de piqure centrale puis on incube les tubes a 37°C pendant 18-24 heures
(Boussena., 2020).

4.2.5. Milieu Clark et Lubs (RM-VP)
Ce milieu permet la recherche des voies de fermentation des acides mixtes et du

butanediolique chez les entérobactéres (Meziani., 2012 ; Boussena., 2020).

v' Le teste du rouge de méthyle (RM) :
Il met en évident la fermentation du glucose en acides mixtes et la production de ’acide
pyruvique, puis des acides organiques, ces acides vont changer la couleur du RM au rouge et

dans le cas contraire le RM virer en jaune (Boussena., 2020).

v’ Le teste de Voges-Proskauer (VP) :
Ce teste mis en évident au cours de la fermentation du butyléne glycolique la production
d'acétoine (3 — hydroxybutanone) (Meziani., 2012 ; Boussena., 2020). Cet acétoine donne une

coloration rouge lorsque le milieu est trés oxygéné (Boussena., 2020).

Technique :

Ce teste nécessite un ensemencement de deux tube de milieu Clark et Lubs dans lequel on
rajout quelque gouttes d’une suspension bactérienne et on les met a I’incubateur a 37C°
durant 24h & 48h, puis on ajoute dans le premier tube une goutte de RM et dans le deuxieme
tube on ajoute une goutte de chaque réactif VP1 et VP2 espacé d’un intervalle de 10 minutes.

4.2.6. Uree — Indole

L’urée-indo est un milieu de culture qui permet 1’identification de plusieurs germes
notamment les entérobactéries par la réalisation de 3 test en méme temps (test d’uréase, test

indole et le test TDA) (Meziani., 2012 ; Boussena., 2020).

v Test d’uréase :
L’uréase est une enzyme présente chez certaines bactéries dite uréolytiques permettent la
catabolisation de 1’urée en carbonate d’ammonium entrainant par la suite I’alcalinisation du
milieu et le changement du couleur du I’indicateur de PH du jaune au rouge en milieu basique

(Meziani., 2012).
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v" Test indole :
L’indole est mise en évident par le milieu urée-indole, ou les bactéries vont dégrader le
tryptophane en indole, acide pyruvique et I’ammoniac grice a 1’enzyme tryptophanase
(Meziani., 2012).
Tryptophane Indole+ acide pyruvique + NH3 (Boussena., 2020).

v' Test TDA:
Le tryptophane, cet acide aminé peut étre dégradé par une autre enzyme appelée tryptophane-
désaminase (TDA) conduisant a la production de 1’ammoniac et 1’acide indole 3-pyruvique

(Meziani., 2012).

Technique
On prend une colonie de la souche a étudier a I’aide d’une anse palatine est on la dépose dans
le tube contenant de 1’urée-indole et incubée par la suite 24-48h a 37°C (Boussena., 2020).
La présence de urée est révéler par le changement de couleur de PH du jaune au rouge pour
les bactéries uréase (+) et reste jaune pour les bactéries uréase (-) (Meziani., 2012).
Pour révéler la présence de I’indole on utilise le réactif de Kovacs, « si I’espéce bactérienne
est indole (+), un anneau rouge apparait a la surface du milieu ; si au contraire elle est indole
(), il ya un anneau jaune ou le milieu demeure inchangée » (Boussena., 2020).
Le TDA est révéler par une coloration brune en presence de perchlorure de fer (Meziani.,
2012).

4.2.7. Citrate de Simon
C’est un milieu ou certaines entérobactéries sont capables de catabolisées le citrate de sodium
par le bais d’une enzyme citratase et I’utilisée comme source de carbone et d’énergie. Notant
que le citrate est la seule source de carbone présente dans le milieu, son utilisation s’effectuer
dans des conditions d’aérobies entrainant 1’alcalinisation du milieu (Meziani., 2012 ;

Boussena., 2020). Selon 1’équation suivante d’oxydation de citrate par la respiration aérobie :

2 C6H5073-+ 9 02— >12 CO2 + 2 H20 + 6 OH- (Boussena., 2020).
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Technique:

Le milieu se présente sous forme de gélose inclinée dans des tubes, la pente est ensemencée
par une strie longitudinale réalisée a I’aide d’une anse de palatine a partir d'une suspension de
la culture solide ensuite les tubes sont incubées dans 1’étuve 24h a 37C° (Boussena., 2020).

La lecture est basée sur le changement de couleur du PH :

Un indicateur de pH au bleu explique qu’il y a eu une alcalinisation du milieu donc la souche
est citrate (+)

Pas de changement de l'indicateur de pH veut dire qu’il n'y a pas eu alcalinisation donc la
souche est citrate (-)

Un inoculum portant une source de carbone ou des fois le bouchon mal dévissé, peuvent

faussées les résultats (Boussena., 2020).

4.2.8. ONPG
Le test ONPG est un test complémentaire permet de trouver s’il y a présence d’une B-
galactosidase que 1’on reconnait grace a la coloration en jaune du milieu. Pour que la bactérie
hydrolyse le lactose, il faut qu’elle ait deux enzymes La B-galactoside et La B-galactosidase
(Méziani., 2012).

Technique :
A partir d’une suspension bactérienne on met un disque d’ONPG et on attendre le

changement de couleur.

5. Antibiogramme
L’antibiogramme est défini comme étant un test réaliser in vitro afin d’évaluer la sensibilité
des bactéries a un ou plusieurs antibiotiques (Boussena., 2020). Ces antibiotiques sont connus
en quantités et leur sélection est en fonction du spectre naturel d’activité des bactéries et la
localisation du foyer infecté (Assis et al., 2019).
Il existe deux méthodes pour I’antibiogramme, dans cette ¢tude on a utilisé la méthode de

diffusimétrique (diffusion par disque).
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Technique :

Une suspension bactérienne est réalisée en vortexant mélangent dans un tube contenant 4 mi
d’eau physiologique 3 a 4 colonies bactériennes, une dilution au 1/10 est réalisé (9ml d’eau
physiologique + 1 ml de la suspension préparee).

Ensuite a 1’aide d’une pipette on prend 4 ml de la solution mére est on la dépose sur la gélose
Muller Hinton (annexe 4), on retire 1’excés de la solution puis on dépose les disques
d’antibiogramme sur la surface de la gélose a 1’aide d’une pince.

On teste 6 disques par boites, puis on les incube a 37C° durant 18 h a 24h (Boussena., 2020).
La lecture est réalisée en mesurant la zones d’inhibitions a 1’aide d’un pied a coulisse, les

valeurs obtenues sont comparées aux valeurs critiques (Boussena., 2020).
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Il.  Résultat et interprétation

1. Prélevement
Les échantillons analysés recus, sont prélevés des chattes et chiennes d’age et de race

différentes.
Le tableau ci-dessus illustre les informations concernant : age, race, la forme du pyomeétre et

la nature du prélevement.

Nombre de La forme du | Nature du
prélevements Espece Age Race pyometre prélevement
01 Chatte 1an Européenne Ouvert Membrane
pyogene
02 Chatte 10 mois Européenne Ouvert Membrane
pyogene
03 Chatte lan Siamois Fermé Membrane
pyogene
04 Chatte lan Européenne Fermé A l’intérieure
de pus
05 Chatte 4 ans Siamois Ouvert A D’intérieure
de pus
06 Chienne 7 mois American Ouvert Membrane
Staffordshire pyogéne
Terrier
07 Chienne 6mois pitbull Fermé Membrane
pyogene
08 Chatte 1 ans et demi | Européenne Ouvert Membrane
pyogene
09 Chatte 2 ans Européenne Ouvert Membrane
pyogene

Tableau 01 : Tableau illustre les informations des animaux atteints du pyometre et la nature
du prélevement.

2. Pré-enrichissement
Aprés 24h d’incubation dans le milieu de pré-enrichissent BHIB, on note un aspect trouble

témoignant d’une croissance bactérienne.
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3. Analyse bactériologique
3.1. Coloration de Gram
Les résultats de la coloration de Gram sont observés sous microscopie optique (figure 9) des
bactéries sont observées sous forme de coque, diplocoques isolées ou regroupés en chainette,
ces bactéries se présentent de couleur rose et violet ce qui explique la présence des deux

groupes les Gram+ et les Gram —
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Figure 9. Observation sous microscope

3.2. Isolement sur milieu Chapman
Le milieu Chapman est utilisé dans le but d’identifier la présence de colonies de
Staphylocoque aureus.

Les résultats sont obtenus aprés ensemencement sur gélose Chapman, un halo jaune est

observé témoignant de la dégradation du lactose (figure 10).

Figurel0. Résultat de I’ensemencement sur milieu Chapman (A) milieu témoin (B) résultat

positif avec présence des colonies de Staphylocoques aureus.
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Autres résultats d’ensemencement sur gélose nutritif (Figure 11)

Figurell. Aspect des colonies bactériennes sur gélose nutritif.

Le tableau ci-dessus regroupe les résultats des ensemencements sur les deux types de géloses

Gélose Gélose Nutritif Gélose Chapman
m

01 Proteus + autres colonies Staphylocoque aureus
02 Colonies bactériennes Staphylocoque aureus
03 Proteus Staphylocoque aureus
04 Proteus Négative

05 Proteus Négative

06 Proteus Staphylocoque aureus
07 Colonies bactériennes Négative

08 Proteus + autres colonies Négative

09 Proteus Staphylocoque aureus

Tableau 2. Résultats des ensemencements

les bactéries isolées ont été par la suite caractérisées biochimiquement (Tube 1,2,7,8 et9).
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4. Résultats des examens biochimiques
4.1. Recherche de la catalase
Un résultat positif se traduit par I’apparition de bulles d’oxygéene (figure)

Figure 12. Test catalase (A) positif et (B) négatif

4.2. Recherche de I’oxydase

Figure 13. Test oxydase résultat positif

43. Test TSI

Figure 14. Test TSI : glucose positif, lactose positif, gaz négatif et H2S négatif.

32



4.4. Test Mannitol — Mobilité

2

Figure 15. Test Mannitol-Mobilité (A) mannitol positif, (B) mannitol négatif et (C)
mannitol positive et mobilité positif.

45. Test VP et RM

Figure 16. Test VP et RM (A) RM positif, (B) RM négatif

Pour les résultats du test VP le changement de couleur révelé est identique a celui du test
RM (rouge pour positif et jaune négatif).
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4.6. Test urée-indole

Figure 17. Test urée indole (A) test positif et (B) test négatif.

4.7. Citrate de Simons

Figure 18. Test Citrate de Simons ou les 4 tubes sont négatifs et le dernier est positif.
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4.8. Test ONPG

Figure 19. Test ONPG positif.

Le tableau ci-dessus résume les résultats de chaque bactérie isolée aux différents caractéres

biochimiques recherchés.

Cata | Oxy | Glu | Lact | H2S | Gaz | manni | Mob | citrate | Urée | indole | VP | RM | ONPG
1 + + + + - - + + - - - + + +
2 - - + + - - + + - - . + + .
7 + + + + - - + + - + + + + +
8| + + + + - - + + -/+ - + - + +
9 + + + + - - + + + - + - + +

Tableau 3 : résultats des tests biochimiques

A partir de ces résultats on a pu identifier les bactéries suivantes :

>

YV V VYV V

Echantillon 1 :
Echantillon 2 :
Echantillon 7 :
Echantillon 8 :
Echantillon 9 :

Micrococcus varians
Streptocoque spp.
Klebsiella oxytoca
Escherichia colis.

Escherichia colis
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On a testé

5. Sensibilités des différentes bactéries aux ATB

la sensibilité des bactéries a différentes

molécules d’ATB suivants

Chloramphénicol 30ug, Ciprofloxacin 5ug, Gentamicine 15 ug, Tétracycline 30 U,

Oxacilline 1ug.

Le tableau ci-dessus résume les résultats de la résistance de ces bactéries envers les ATB.

Echantillon | Bactéries Chloramphénicol | Ciprofloxacin | Gentamicine | Tétracycline oxacilline
01 Micrococcus intermédiaire | Intermédiaire Resistant Sensible Intermédiaire
02 Streptocoque Intermédiaire | Intermédiaire | Intermédiaire Sensible Intermédiaire
03 Staphylocoque Sensible Intermédiaire | Intermédiaire Sensible Résistant

aureus
06 Staphylocoque Sensible Intermédiaire | Intermédiaire Sensible Résistant
aureus
07 Klebsiella Résistant Intermédiaire | Intermédiaire Résistant Sensible
08 Escherichia Intermédiaire | Intermédiaire | Intermédiaire | Résistant Sensible
Colis
09 Escherichia Sensible Intermediaire | Intermédiaire sensible Resistant
Colis

Tableau 04. Résultats de la sensibilité des bactéries aux ATB.

Pour interpréter les résultats d’antibiogramme on a utilisé un tableau de référence (annexe 5).

36




I1l. Discussion

Le pyometre est une forme particuliére de metrite, avec accumulation de pus liée a
I’activité sécrétoire des glandes endométriales. Il fait souvent suite a une hyperplasie
glandulo-kystique, et a lieu en phase lutéale. Il se caractérise par des écoulements vulvaires
intermittents ou continus. Cette affection touche tous les canidés et felides, en raison de leur

phase progestéronique longue et de la conformation horizontale de leur utérus.

Notre étude a porté sur 1’analyse et la caractérisation des bactéries présentes lors de pyromeétre
chez les carnivores domestiques. Les échantillons ont été recueillis aux sevices de
consultations de médecine et de chirurgie a ’ENSV et dans certains cabinets vétérinaires

privés a Alger.

Dans Cette étude la plupart des échantillons prélevés étaient d’origine féline, cela nous laisse
supposé que les cas de pyromeétre sont plus fréquents chez la chatte que chez la chienne, ce
résultat est similaire a celui d’une étude réalisée en 2016 et qui indique que la fréquence du
pyomeétre chez les chattes était beaucoup plus élevée que chez la chienne (Hollinshead et
Krekeler., 2016). Cependant d’autres études indiquent le contraire en précisant que le
pyrometre était plus fréquent chez la chienne en raison de la forte imprégnation de la

progestérone chez cette espéce animale (Hgaman., 2018).

Les cas de pyromeétres recensés au niveau des cabinets vétérinaires étaient faibles. Le motif
présenté par les vétérinaires était que le diagnostic était difficile a établir et que la majorité

des animaux atteints meurent avant que le traitement ne soit instaure.

D’aprés les résultats des analyses microbiologiques nous avons pu identifier des bactéries
décrites dans de nombreuses études. Nous avons isolé les espéces suivantes : Escherichia coli,
Micrococcus, Streptocoque, Klebsiella, Staphylocoques et Proteus. Selon les études de
Fransson & Claud en 2003 et de Hollinshead & Krekeler en 2016 la bactérie la plus fréquente
lors de pyomeétre est Escherichia coli alors que 1I’étude de Santanna et ses collaborateurs
associent d’autres bactéries entéropathogenes telles que Klebsiella, Pseudomonas, Proteus,
Staphylococcus, d'autres anaérobies Gram- et Gram+. En 2006, Bousquet isole 1’espéce
Arcanobacterium pyogenes dans des cas de pyrométre. Il s’agit de la seule étude qui associe

ce pathogéne a cette affection.
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L’analyse de la sensibilité des souches isolées vis-a-vis aux antibiotiques a montré que les

Micrococcus ne présentaient aucune résistance.

En revanche, les staphylocoques étaient résistants vis-a-vis de 1’oxacilline de méme
qu’Escherichia colis. L’espéce bactérienne klebsiella était sensible a 1’oxacilline résiste mais
résistante a la tétracycline. Ces résultats sont similaires a ceux décrits par Fransson et
Clauden (2003).
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Conclusion et recommandation

Le schéma thérapeutique du pyometre dépend de I'état clinique de lI'animal et de la présence
de complications. La prise en charge de ces dernieres est une priorité, nécessitant trés souvent
la mise en place dune antibiothérapie. Un traitement médical repose sur plusieurs
administrations d'une ou de plusieurs molécules d’antibiotiques (apres réalisation d’un
antibiogramme), visant a nettoyer et vider l'utérus. L'efficacité des techniques médicales est

variable et les récidives peuvent étre fréquentes, notamment lors de résistance bactérienne.

La chirurgie est une technique sire et efficace pour traiter le pyomeétre ; l'anesthésie
représente le plus gros inconvénient selon I'état clinique de l'animal. Elle consiste en le retrait
des deux ovaires et de l'utérus infecté. C'est le seul traitement envisageable lors de péritonite

avec rupture de l'utérus, une fois que les complications ont été prises en charge.

En conclusion, le pyometre est donc une urgence meédicale dans la mesure ou le pronostic
vital de ’animal est engagé a plus ou moins court terme. Le choix thérapeutique définitif doit
étre établi au cas par cas en fonction des données épidémiologique et cliniques de 1’animal,

ainsi que des considérations financiéres.
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Annexes

Fiche type d'un questionnaire

But : fiche d’enquéte concernant les cas du pyométre chez les chattes et les chiennes.
Partie 1 : identité

» Cabinet/clinique?

» Adresse /tel ... [
Partie 2 : attitudes — connaissances :
Animal:
Espece (chien/ chat) :
* Est-ce que le pyometre est le motif de consultation ou bien découvert lors d’un examen

clinique ou bien lors d’une ovariectomie de convenance.

» Traitement médical ? Si ¢’est oui : dose ? Durée du traitement ? Résultats ? Est-ce que
I’état générale est améliorer et au bout de combien de jours ? Y a des portées apres

[’utilisation du traitement si ¢’est oui combien ?

*  Qu’est ce qui a motivé la décision ? Le traitement médical n’a pas été tenté

Annexe 1. Fiche d’enquéte




d Le délai entre la découverte de 1’écoulement si il y a par le propriétaire et

I’intervention ?

» Pour quel type de douleur vous utilise les analgésiques (combien un/2) et lequel ? Anti-

INflammatoire 2ZAINS, IEQUEI?........oo et e e nre s

Post-operatoire :
« Antibiothérapie ? Quel antibiotique ? Dose ?voie (orale ; injections) ? Durée du traitement ?

Etat générale est ce qu’il est amélioré de fagon rapide au bout de combien de jours




1. Annexe 2 : Bouillon nutritif BHIB

Pour 1L d’eau physiologique :

— Extraitcoeur/cervelle ........oovviiiiiii 17.5¢g

— Peptone pancréatique de gélatine ................cooeviiiiiiiiiiiinnnn. 10g

— Chlorure de sodium............coooeiiiiiiii e S5g

— Phosphate disodique ..........cooviiiiiiii 2.5¢

—  GIUCOSE et 2g
PH:7.4

2. Annexe 3 : composition du milieu Chapman

— Extraitde viande ............coiiiiiiii 1g/l

— Peptone de caséine etde viande..............coeiiiiiiiiiiiiiinnn. 10g/1

— Chlorure de sodium............coiiiiiiiiiiiii e, 75¢g/1

— Mannitol ... ... 10g/1

A AT e 15¢g/1

— Rougedephénol ... 0.025¢g/1
PH:7.6

3. Annexe 4 : composition du milieu MUELLEUR HINTON

— Infusion de viande de boeuf ... 300ml
— Peptone de caséine ..........ccoiviiiiiiiiiiii 17.5¢g
— Amidon de mais ..........ooiiiiiiii 1.59

A AT L 10g



Annexe 5. Abaque de décision (tableau 1 et 2)



