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ABSTRACT: Edible frogs Hoplobatrachus occipitalis represent an animal protein source for most population of West area of
Cote d’lvoire, whose sanitary quality are understand. The objectives of this study was to determinate the rate of Aeromonas
sp. from these frogs and to evaluate in vitro potential virulence of the strains. A total of 300 frog including 210 fresh and 90
smoked from three markets were collected. The analyses of samples consisted to isolation of Aeromonas, the biotypage and
the determination of in vitro virulence factors. The results reveal that no smoked frog is contaminated; on other hand, the
percentage of contamination of fresh frog is 23.0% with the prevalence of 70.5%. Species Aeromonas hydrophila (76.4 %) and
Aeromonas sobria (23.6%) have been exclusively identified. The biotype of Aeromonas hydrophila characterized by no
utilization of mannose and citrate was most frequent (41.7%). The determinants of the virulence of strains are the
production of hemolysin (70.1%), protease (68.9%), ADNase (97.3%), lipase (41.1%) and amylase (55.4%). The high
prevalence of Aeromonas with a potential pathogen from edible frog, represent a risk for consumers and require the
measure of assurance for the sanitary safety of products.
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RESUME: Les grenouilles comestibles, Hoplobatrachus occipitalis, représentent une source de protéine animale pour la
plupart des populations de I'ouest de la Céte d’lvoire, dont la qualité sanitaire demeure inconnue. L'objectif de cette étude
était de déterminer la prévalence de Aeromonas sp. chez ces grenouilles et d’évaluer le potentiel de virulence in vitro des
souches. Au total 300 grenouilles dont 210 fraiches et 90 fumées ont été collectées sur trois marchés. L'analyse des
échantillons a consisté a I'isolement de Aeromonas, le biotypage et la détermination de la virulence in vitro. Les résultats
révélent qu’aucun échantillon de grenouille fumée n’est contaminé; par contre, le taux de contamination des grenouilles
fraiche est de 23,0 % avec une prévalence de 70,5 % en Aeromonas. Les espéces de Aeromonas hydrophila (76,4 %) et
Aeromonas sobria (23,6 %) ont été exclusivement identifiées. Le biotype de Aeromonas hydrophila, caractérisé par la non
utilisation du mannose et du citrate a été le plus fréquent (41,7 %). Les déterminants de la virulence des souches sont la
production d’hémolysine (70,1 %), de protéase (68,9 %), d’ADNase (97,3 %) de lipase (41,1 %) et d’amylase (55,4%). La
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prévalence élevée de Aeromonas a potentialité pathogene chez des grenouilles comestibles, représente un risque pour les
consommateurs et nécessite des mesures d’assurance de la sécurité sanitaire des produits.

MoOTs-CLEFS: Hoplobatrachus occipitalis, Aeromonas, virulence, Céte d’lvoire.

1 INTRODUCTION

Aeromonas est une bactérie ubiquiste Gram négative, oxidase positive et anaérobie facultative appartenant a la famille
des Aeromonadaceae et a la classe des Gammaproteobacteria [1]. Certaines especes du genre Aeromonas sont des
pathogenes stricts ou opportunistes pour I’lhomme. Il s’agit notamment de Aeromonas hydrophila, Aeromonas caviae, A.
sobria, A. jandaei, A. trota, A. schubertii [2]. Le microorganisme est largement distribué sur tous les continents et est un
agent pathogeéne causant des variétés de maladies chez plusieurs espéces de poissons, des animaux et des humains [3]. La
pathogénicité de Aeromonas sp est complexe et multifactorielle [4]. Elle est attribuée a plusieurs facteurs de virulence
extracellulaires : hémolysine, aerolysine, protéase, ADNase, lipase, élastase, lécithinase, gélatinase, amylase, chitinase [5].
Longtemps considérée comme une bactérie opportuniste pour 'homme, Aeromonas sp est actuellement reconnue comme
un pathogéne émergeant impliqué dans plusieurs infections gastro-intestinales et extra-intestinales humaines telles que les
gastroentérites, les septicémies, les infections des plaies, les vomissements, les douleurs abdominales, les fievres, les
méningites et les endocardites [6], [7]. Quoique ce microorganisme pathogene peut infecter les individus sains, la plupart des
infections sont trouvées chez les enfants, les vieillards et les hotes immuno-compromis spécialement [8]. Aeromonas
hydrophila sont également connus pour responsable des maladies des pattes rouges « red- leg disease » et sont impliqués
dans les cas de mortalité massive des grenouilles en captivités et dans le milieu naturel [9]. Cette maladie se traduit par une
flaccidité des muscles, des hémorragies, des ulcérations cutanées et parfois une septicémie foudroyante. L'infection de
I’'homme par Aeromonas est généralement due au contact avec I'animal, ou a l'ingestion du microorganisme dans les
aliments contaminés mal cuits ou dans I'eau de boisson. Ainsi, des cas de toxi-infections d’origine alimentaire dues a
Aeromonas ont été signalés. En 2004, 453 cas d’infections ont été signalés aux Etats-Unis et 99 cas en France [5]. En 2012,
une épidémie de toxi-infection alimentaire due a Aeromonas hydrophila a été déclarée dans un college en chine chez 14 %
des collégiens [7].

En Afrique, Aeromonas a été principalement isolé au Nigeria [10], [6] ; en Lybie [11] et en Egypt [12] de poissons, de
poulets et chez 'homme.

La consommation de la viande de grenouille est réelle en Cote d’lvoire et fait partie des habitudes alimentaires de
certains peuples de I'ouest notamment les Yacouba, Guéré et Wobé. C’est une importante source de protéine animale trés
appréciée et I'espece la plus consommeée par ces peuples est Hoplobatrachus occipitalis [13], [14]. C’est un type d’amphibien
appartenant a I'ordre des anoures, a la famille des ranidae, dont la masse corporelle est comprise entre 24 et 176 g et la taille
entre 6,8 et 10,8 cm [15]. Les grenouilles destinées a la consommation humaine, sont capturées dans des étangs piscicoles
abandonnés, des rizieres, des marécages et ensuite, vendues sur les marchés sous forme fraiche ou fumée. Depuis que le
I’Agence Nationale d’Appui au Développement Rural (ANADER) a abandonné ses étangs expérimentaux pour une production
contrélée et sécurisée de grenouilles en Céte d’lvoire, toute la filiére, de la production a la consommation est exclusivement
artisanale et informelle. Par conséquent, dans un tel contexte d’absence de contréle sanitaire de la denrée, le risque lié a la
consommation des grenouilles contaminées, ainsi que le degré d’exposition des consommateurs en Coéte d’lvoire peuvent
étre élevés. De plus, si des études précédentes ont été réalisées sur la taxonomie, la systématique et le régime alimentaire de
grenouilles [16], il n'existe pas de données sur la sécurité sanitaire et spécifiquement, sur le risque de contamination a
Aeromonas, agent pathogéne en émergence, dont les réservoirs sont les étangs naturels et les marécages [5], lieu de capture
de ces animaux.

L'augmentation progressive de la consommation de grenouille en Céte d’lvoire et de la fréquence des intoxications
alimentaires liées a des Aeromonas dans le monde, suscitent le besoin de production de données dans le but d’une
sécurisation de la filiere et la protection de la santé du consommateur.

L'objectif de cette étude était de déterminer la prévalence et le potentiel de virulence in vitro de souches de Aeromonas
isolés de grenouilles, Hoplobatrachus occipitalis, collectées dans le centre ouest de la Cote d’lvoire.
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2 MATERIEL ET METHODES
2.1 COLLECTE DES ECHANTILLONS

Au total 300 grenouilles de I'espéce H. occipitalis, dont 210 sous forme fraiche (95 males et 115 femelles) et 90 sous
forme fumée, ont été collectées sur les marchés de Daloa, Issia et Sinfra, villes situés au centre-ouest de la Cote d’lvoire. Les
grenouilles apparemment saines ont été achetées le matin (6 h-8 h) aupres des collecteurs et vendeurs. Les grenouilles ont
été mises individuellement dans des sachets stomacher stériles qui ont été étiquetés et conservés a + 4 °C dans une glaciére
contenant des carboglaces, puis transportées au laboratoire de Bactériologie du Pole Aquaculture et Péche de I'Université
Nangui Abrogoua, Abidjan (Cote d’lvoire). Les grenouilles collectées ont été I'objet d’'une analyse bactériologique. Sur chaque
grenouille fraiche, trois organes constitués de l'intestin, de la peau et du muscle ont été analysés. Au niveau de la forme
fumée, c’est le muscle de la grenouille qui a été analysé.

2.2 ANALYSE BACTERIOLOGIQUE

La grenouille fraiche a été soigneusement examinée par observation directe avant et apres dissection afin de rechercher
d’éventuels symptomes ou signes de maladie dus a Aeromonas sp sur la face ventrale des grenouilles et sur les pattes
postérieures. Les ulcéres cutanés, le gonflement de la région abdominale due a une inflammation viscérale, des rougeurs aux
pattes arriere et au bas ventre, la flaccidité de la rate, 'assombrissement brun-rouge ou noire du foie ont été recherchés.

L'isolement de Aeromonas a été effectué selon la méthode de [3] avec une Iégére modification. Une masse de 5 g de la
peau et du muscle a été prélevée individuellement, broyée et homogénéisée dans 45 mL d’eau peptonnée tamponnée (Bio-
Rad, Marnes La Coquette, France) tandis que 1 g de l'intestin a été dilué dans 9 mL de la méme solution tampon. Chaque
bouillon obtenu a été incubé a 37 °C pendant 24 h pour enrichissement.

Un aliquote de 0,1 ml de chacun des solutions d’enrichissement a été ensemencé sur la gélose Aeromonas agar (Sigma
Aldrich, India) supplémenté a I'ampicilline, 30 mg/L. Les boites de Pétri ont été ensuite incubées a 37 °C pendant 24 h.

Cing colonies présomptives de Aeromonas qui se caractérisent par une coloration verte a centre noire sur la gélose
Aeromonas agar supplémenté a "ampicilline, 30 mg/L ont été repiquées sur une gélose nutritive alcaline (Bio-Rad, Paris,
France) et incubées a 37 °C pendant 24 h. A partir des isolats & Gram négatif, catalase et oxydase positives, les caractéres
biochimiques ont été déterminés par culture d’une galerie d’identification [16]. La capacité de Aeromanas a croitre sur les
milieux contenant ou non du NaCl a été réalisée dans du bouillon nutritif a différentes concentration de NaCl (0; 2 et 6 % de
NaCl) et incubées a 37 °C pendant 24 h. Le biotypage des souches de Aeromonas a été réalisé sur galerie APl 20 NE
(BioMérieux, Marcy I'Etoile, France).

2.3 DETECTION DES FACTEURS DE VIRULENCE DES SOUCHES DE AEROMONAS
2.3.1 HEMOLYSINE

La mise en évidence de la production de I'hémolysine par la bactérie a été réalisée selon la méthode décrite
précédemment par [17]. A cet effet, une culture de Aeromonas a été réalisée sur une gélose base (Bio-Rad, Paris, France)
additionnée de 5 % de sang de mouton. L'incubation a été effectuée a 37 °C pendant 24 h. La présence d’un halo claire
autour de la colonie traduit la production d’hémolysine par la bactérie.

2.3.2 ADNASE

La recherche de ’ADNase a été réalisée par culture de la souche de Aeromonas sur une gélose a I’ADN (Difco), qui a été
incubée a 37 ° C pendant 24 h. Au terme du temps d’incubation, la surface de la gélose a été inondée de solution d’acide
chlorhydrique 1N pendant 3 min. La production d’ADNase est marquée par la présence d’un halo clair autour des colonies
observées sur un fond noir.
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233 PROTEASE

L'activité protéasique des souches a été recherchée en utilisant une gélose nutritive additionnée de 10 % de lait écrémé
(Himedia, Inde). Aprées une incubation de la culture de Aeromonas a 37 °C pendant 24 h, la formation d’une zone claire
autour des colonies, causée par la dégradation de la caséine, traduit la production de protéase par la bactérie [18].

234 LIPASE

La mise en évidence d’une lipase a été réalisée par culture des souches sur une gélose a la tributyrine 0,5 %, (Panreac,
Barcelone, Espagne) émulsionnée avec 0,2 % de Triton X-100. La présence d’une zone transparente autour des colonies
traduit une activité lipasique [19].

235 AMYLASE

La détermination de la production d’une amylase a été faite selon la méthode de [20], dans 1 % (P/V) d’agarose (Merck,
Allemagne) contenant 0,4 % (P/V) d’amidon dans du PBS. La souche amylase positive se traduit par la présence d’une zone
claire autour de la colonie.

2.4 ANALYSE STATISTIQUE DES DONNEES

Les données ont été saisies avec le logiciel de traitement de données IBM SPSS Statistics 20.0 (IBM Corporation, SPSS Inc,
Chicago, USA) et transférés sur Excel. Les différentes proportions ont été comparées en utilisant le test de Khi-carré. La
différence entre les variables a été considérée comme significative a p < 0,05.

3 RESULTATS ET DISCUSSION
3.1 PREVALENCE DE AEROMONAS SP DANS LA VIANDE DE GRENOUILLE

Les grenouilles analysées étaient apparemment saines, car aucun signe d’infection n’a été observé sur les organes au
cours de I'examen macroscopique. Cependant, 48 (22,9 %) grenouilles fraiches étaient contaminées par Aeromonas sp. Cela
dénote de l'importance du portage asymptomatique de Aeromonas sp chez I'espece H. occipitalis analysée et du role
éventuel qu’elle peut jouer dans la transmission du microorganisme. Le taux de contamination obtenu est plus élevé que
celui (8,8%) trouvé chez les espéces Rana catesbeina, R. clamitan et R. pipiens au Canada [10]. Il en est de méme pour [21]
qui ont rapporté des taux de 18,4 % de A. hydrophila et 13,2 % de Aeromonas sp au cours de leur étude sur Rana
castesbeiana. Par ailleurs, A. sobria a également été isolés par [22] sur Rana temporaria a un taux de 3,1 %.

Toutefois les valeurs du taux de contamination obtenues dans cette étude sont faibles par rapport a celle rapportées par
plusieurs autres auteurs. Il s’agit notamment de I'étude de [22] précédemment évoquée, qui rapporte un taux de 37,5 % de
contamination par A hydrophila et de celle de [23], qui ont enregistré un taux de 32 % chez les grenouilles juvéniles et
adultes. Mais, de toutes ces données, le taux (86 %) obtenu par [24] est de loin, le plus élevé.

Chez les grenouilles fumées, I'analyse de 90 échantillons de I'espece H. occipitalis n’a révélée aucune contamination par
Aeromonas sp. Le résultat obtenu pourrait se justifier non seulement par la possible élimination des microorganismes au
cours du fumage tel que rapporté par [25].

L’étude a permis de monter que les grenouilles sont contaminées indépendamment des sites de préléevement. Le taux de
contamination le plus élevé a été observé au niveau des échantillons prélevés a Issia (29,8 %), suivi de Daloa (24,2 %) et
Sinfra (11,7 %) (tableau 1). La différence de contamination des grenouilles d’un site de collecte a I'autre était significative
(Khi-carré = 6,60 ; ddl = 2 ; p = 0,037). Le résultat pourrait étre lié aux caractéristiques environnementales des sites ; selon
que les facteurs de développement de Aeromonas sont plus ou moins importants. Du point de vu facteurs, il peut s’agir,
comme l'ont rapporté certains auteurs, de conditions nutritionnelles des grenouilles, de la qualité microbienne de I'eau
d’approvisionnement, du climat et autres facteurs environnementaux [26], [27]. Des résultats similaires ont été rapportés
par [23], qui ont trouvé que le taux de contamination variait considérablement selon le site de collecte.

Une visite des sites de capture des grenouilles, représentés par des rizieres, des étangs et des marres, a permis de
constater leur état d’insalubrité particulier. On note en effet, un haut niveau de pollution apparent, qui pourrait expliquer
que les prévalences en Aeromonas sp des grenouilles soient si élevées comme le révelent les résultats obtenus dans cette
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étude. Les milieux évoqués sont connus pour étre des réservoirs de Aeromonas et d’autres agents pathogénes de
I'environnement [10]. Le lien entre des conditions environnementales insalubres et la prolifération de Aeromonas a été
précédemment évoquée par [28], lors de leur étude sur la détection de A. sobria chez le poisson H. molitrix en Inde. Ces
prévalences élevés en Aeromonas, peuvent aussi étre liées au faite que les grenouilles analysées dans cette étude, n’ont pas
été prélevées directement dans leur milieu naturel, mais plutét sur des marchés. Selon [29], la mauvaise conservation et le
passage dans un circuit de commercialisation sont le plus souvent a l'origine d’une contamination accrue et/ou d’une
prolifération des bactéries.

Tableau 1 : Prévalence de Aeromonas sp. dans les grenouilles selon les sites de prélévement

Sites Grenouilles analysées Grenouilles Aeromonas sp. Prévalence
contaminées isolés (%)
(%)
Issia 84 25 (29,8) 81 96,4
Daloa 66 16 (24,3) 43 65,1
Sinfra 60 7 (11,7) 24 40
Total 210 48 (23,0) 148 70,5

(Khi-carré = 6,60 ; ddl =2 ; p = 0,037).
3.2 CONTAMINATION DES GRENOUILLES SELON LE SEXE ET LES ORGANES

Sur un total de 95 grenouilles males analysées, 18,9% (18) étaient contaminées par Aeromonas sp. contre 26,1% (30) pour
les femelles (tableau 2). L’analyse statistique ne montre pas de différence significative de contamination par Aeromonas
hydrophila (Khi-carré = 0,72 ; ddl =1 ; P =0,39) et A. sobria (Khi-carré = 0,59 ; ddl = 1 ; P = 0,300) entre les grenouilles males
et femelles. Les résultats obtenus sont en accord avec ceux d’études antérieures. En effet, [9], n'ont pas observé de
différence significative de prévalence en Aeromonas entre grenouilles males et femelles. Le méme constat a été fait par [24],
qui ont mené des études similaires sur six especes de grenouilles et une espece de crapaud. Cependant, ces données
contrastent avec celles de [23], qui ont enregistré un taux de contamination élevé chez les grenouilles males (38 %) que chez
les femelles (34 %).

Dans cette étude, sur 630 organes frais analysés, 84 (13,3%) étaient contaminés par Aeromonas sp. Les taux de
contamination dans I'ordre décroissant étaient de 21,4% pour l'intestin, suivi de la peau (19,5%) et du muscle (4,2%). Le test
de khi-carré a montré qu’il y a une différence significative entre les taux de contamination selon les organes (Khi-carré =
25,302 ;ddl =2; p=0,001).

Les résultats de la répartition des souches selon les organes colonisés (tableau 3) montrent que l'intestin constitue la
zone de forte concentration de Aeromonas sp (42,4%) suivi de la peau (19,5%). Ce constat se justifie par le fait que
Aeromonas sp fait partie de la flore microbienne normale de la peau et des intestins des grenouilles saines mais est aussi
connu pour causer des maladies chez ces animaux [30].

Contrairement a l'intestin et a la peau, le muscle ou la carcasse était trés peu contaminé (6,7% de A. hydrophila et 2% de
A. sobria). Au Brésil, [31], n’ont pas du tout trouvé de Aeromonas sp apres analyse de cuisses de grenouilles congelées.

Comme I'ont relevé certains auteurs [32], [33], la présence de Aeromonas sp sur la carcasse de grenouilles, peut étre liée
a une contamination croisée durant la capture, la manipulation et le transport de I'animal. Dans le cadre de cette étude, les
observations montrent qu’au cours de la capture des grenouilles par les collecteurs, les instruments utilisés, le plus souvent
des fleches, perforent les organes de I'extérieur (peau) vers l'intérieur (intestin, poumon, cceur) de I'animal. Il s’en suit alors
une contamination des organes précédemment exempts. Par ailleurs, les grenouilles collectées avec les organes
endommagés ou non sont introduites dans les mémes récipients non désinfectés et acheminées sur les marchés. Il pourrait
dans un tel cas, avoir un transfert de germes d’une part, de la peau ou du contenu intestinal a la carcasse ou encore du
récipient souillé, a la carcasse.

La contamination de la peau de grenouilles par Aeromonas sp peut également étre liée aux propriétés de résistance
spécifique a certains antimicrobiens chez ce microorganisme. En effet, de par leur écologie, les grenouilles vivent
généralement dans un environnement plurimicrobien [34]. Parfois, pour se défendre des agressions de la flore environnante,
elles produisent les peptides antimicrobiennes au niveau de leur peau, a I'effet de résister a I’action invasive des pathogenes
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[35], [34]. Des études ont montré que Aeromonas sp développe une résistance aux sécrétions peptidiques de la peau des
grenouilles par la production d’une protéase qui dégrade ces peptides [34], [33].

Au total, 148 souches ont été isolées et deux especes du genre Aeromonas sp ont été identifiées au cours de cette étude.
Il s’agit notamment de Aeromonas hydrophila et de Aeromonas sobria. Aeromonas hydrophila a été |'espéce la plus
rencontrée, soient 113 (76,4 %) souches par rapport a Aeromonas sobria, 35 (23,6%) souches. Les résultats obtenus
concordent avec ceux de plusieurs auteurs qui ont mis en évidence de fagon préférentielle, Aeromonas hydrophila [5]. De
plus, cette espéece est connue pour étre le plus souvent associée aux « maladies des pattes rouges » et impliquée dans les cas
de mortalité massive des grenouilles en captivités et dans le milieu naturel [5, 9].

Tableau 2 : Le taux de contamination de H. occipitalis par A. hydrophila et A. sobria selon le sexe et les organes et la Répartition
des espéeces de Aeromonas sp isolés de H. occipitalis selon les organes

Espéces isolées Organes contaminés Nombre souches isolées Total
(%) (%) (%)
Intestin Muscle Peau Intestin Muscle Peau
A. hydrophila 29 (13,8) 7 (3,3) 19 (9,0) 68 (32,4) 14 (6,7) 31 (14,8) 113 (76,4)
A. sobria 16 (7,6) 3(1,4) 10 (4,8) 21 (10,0) 4(2,0) 10 (4,8) 35 (23,6)
Total 45 (21,4) 10 (4,7) 29 (13,8) 89 (42,4) 18 (8,6) 41 (19,5) 148

N : Nombre d’échantillon analysé
3.3 BIOTYPES DES AEROMONAS SP

A I'analyses des caractéres biochimiques, deux et cing profiles biochimiques différents, ont été obtenus respectivement
pour A. sobria et A. hydrophila (tableau 4). Les profiles biotypiques de A. hydrophila se différenciaient par I'utilisation ou non
du mannose, de la gélatine, du citrate, de la production de gaz a partir du glucose et de la fermentation du lactose. Les
résultats obtenus montrent une faible diversité biochimique des souches identifiées par rapport au nombre de profils
biotypiques (15 biotypes) rapportés par [37]. Cette grande hétérogénéité des especes de A. hydrophila est due a une
pression environnementale locale [37]. Le biotype B3 de A. hydrophila de notre étude est identique au biotype AH1 isolé du
milieu marin rapporté par [3] et qui héberge le gene de virulence AHCYTOEN, I'entérotoxine cytolytique. Ce géne est le plus
souvent impliqué dans la mortalité massive de poissons.

Les deux biotypes (P1 et P2) de A. sobria obtenus dans cette étude, sont identiques a ceux rapportés par [38]. Par ailleurs,
les cinq biotypes de A. hydrophila, a I'exception de I'absence d’une lysine décarboxylase (LDC), sont identiques a ceux
rapportés par [38] qui ont identifié des souches avec une lysine décarboxylase positive. Plusieurs biotype de A. hydrophila a
LDC négatif ont été également rapportés [39], [40]. Cette étude confirment la délicatesse du biotypage en termes de pouvoir
discriminant, eu égard a I’hétérogénéité phénotypique exprimée par les especes, comme I'ont relevé d’autres auteurs [41].
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Tableau 4 : Différents biotypes identifiés chez A. hydrophila et A. sobria isolés des grenouilles

Caracteres Différents biotypes identifiés

biochimiques B1 B2 B3 B4 B5 P1 P2
OX + + + + + + +
CAT + + + + + + +
H,S - - - - - - -
GAZ - + + - + + -
GLU + + + + + + +
LAC - - + + - + -
LDC - - - - - - -
URE - - - - - - -
IND + + + + + + +
NO3 + + + + + + +
TRP + + + + + + +
ADH + + + + + + +
ESC + + + + - - -
GEL + + + - + + +
PNPG + + + + + + +
ARA + + - + - - -
MNE - + + - + + +
MAN + + + + + + +
NAG + + + + + + +
MAL + + + + + + +
GNT + + + + + + +
CAP + + + - + + +
ADI - - - - - - -
MLT + + + - + + -
CIT - + + - + + +
PAC - - - - - - -
NaCl 0% + + + + + + +
NaCl 2% + + + + + + +
NaCl 6% - - - - - - -
F % 40,7 27,4 7,9 20,3 3,5 68,6 31,4

B1 a B5: biotypes de A. hydrophila ; P1 et P2 : biotypes de A. sobria ; (+) : réaction positive ; (-) : réaction négative

NO3 : nitrate de potassium; TRP : tryptophane ; GLU : glucose ; ADH : arginine ; URE : urée ; ESC : esculine ; GEL : gélatine ; PNPG : p-
nitrophényl-f3-D-galactopyranoside ; ARA : arabinose ; MNE : mannose ; MAN : mannitol ; NAG : N-acétyl-glucasamine ; MAL : maltose ;
GNT : gluconate ;CAP : caprate ; ADI : adipate ; MILT : malate ; CIT : citrate ; PAC: phényl-acétate ; OX : oxydase ; CAT : catalase, LDC : lysine
décarboxylase ; H,S : Sulfure d’hydrogéne, F : Fréquence d’isolement

34 FACTEURS DE VIRULENCE DES SOUCHES DE AEROMONAS

Les souches de Aeromonas sp isolées de la grenouille fraiche sont potentiellement pathogenes. Elles sont susceptibles de
produire au moins un des facteurs de virulence étudiés (tableau 5). Les facteurs de virulence mis en évidence sont dans
I'ordre décroissant ADNase (97,3 %), B-hémolysine (70,1 %), protéase (68,9 %), amylase (55,4 %) et lipase (41,1 %). Les
facteurs de virulence de Aeromonas sp varient en fonction des especes. Hors-mis la protéase, le taux de souches de A.
hydrophila produisant chacun des facteurs de virulence recherchés est plus élevé que ceux de A. sobria. Toutefois les
différentes proportions excepté celle de I’ADNase ne different pas significativement selon les deux especes de Aeromonas.
Nos résultats concordent avec ceux rapportés par [42], [42], [43]. [44] a établi une corrélation positive entre I'activité
hémolytique et la pathogénicité des souches de Aeromonas sp. Par ailleurs, la protéase est un facteur important dans la
détérioration des aliments. Elle endommage les tissus et intervient dans I'étiologie des infections et sa mise en évidence chez
une souche est un indicateur de sa pathogénicité [45], [46]. Les lipases interviennent dans la nutrition de la bactérie mais
elles altérent la structure de la membrane cytoplasmique de I’'héte et exacerbent sa pathogénicité avec la présence du géne
aerolysine [47].
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Ainsi, la production d’une grande variété de ces enzymes par les souches de Aeromonas contribue a sa large distribution
et a sa grande adaptabilité aux changements environnementaux. Il est donc probable que la grenouille fraiche comestible
Hoplobatrachus occipitalis collectée dans le Centre Ouest de la Cote d’lvoire pose un risque de toxi-infection alimentaire.

Afin d’éviter la survenue d’incident grave sur la santé de la population consommatrice de grenouilles fraiches, il est
impérieux d’adopter des mesures efficaces, au cours du processus de collecte et de vente, pour réduire leur contamination
par les microorganismes en général et par Aeromonas de fagon particuliére.

Tableau 5 : Facteurs de virulence in vitro de A. hydrophila et A. sobria isolés des grenouilles

Souches positives (%)

A. hydrophila A. sobria Total Significativité (p)
Tests de virulence (n=113) (n=35) (n =148)
ADNase 113 (100) 31 (88,6) 144 (97,3) 0,003
Hémolysine 82 (72,6) 23 (65,7) 105 (70,1) 0,435
Protéase 76 (67,3) 26 (74,2) 102 (68,9) 0,432
Amylase 63 (55,7) 19 (54,3) 82 (55,4) 0,499
Lipase 41 (36,3) 12 (34,3) 53 (41,1) 0,522

n: Nombre de souches
4 CONCLUSION

L'étude est la premiere en Cote d’lvoire, relative a la virulence des espéces de Aeromonas sp. isolées de la grenouille
comestible. Les grenouilles fraiches vendues sur les marchés sont contaminées par des espéces de A. hydrophila et A. sobria
potentiellement pathogenes. Par contre, la viande de grenouille séchée est exempte de Aeromonas sp. Compte tenu du fait
que la viande de grenouille joue un role important dans la nutrition humaine, des mesures d’hygiene doivent étre adoptées
par les collecteurs, les vendeurs et les consommateurs afin de protéger la santé du consommateur et ces bénéfices. Par
ailleurs, il est recommandé aux consommateurs de faire sécher la viande de grenouille avant toute consommation ou
d’acheter la viande de grenouille sous sa forme fumée afin de réduire le risque de toxi-infection.
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