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Résumé :

La microbiologie post-mortem (PMM) est un outil important en médecine légale, qui
aide a déterminer D’intervalle post mortem (IPM), la cause et le mode de déces
(accidentel, suicide, homicide et indéterminé). La PMM aide également a identifier les

bactéries qui participent au phénomene de la décomposition.

Pour explorer le microbiome de la décomposition, trois cadavres de lapins ont été
échantillonnés a trois intervalles du temps (10 min, 1h, 5h) a partir de divers organes
(caecum, rein, foie). Les échantillons ont été analysés par la méthode de culture
bactérienne sur des milieux de culture spécifiques pour la recherche des streptocoques,

Entérocoques et Escherichia coli.

Nos données ont montré qu’il y a une translocation bactérienne du caecum vers les
autres organes extra-intestinaux au fil du temps avec augmentation de la charge

bactérienne qui intervient a la putréfaction du cadavre.

Les résultats obtenus peuvent étre considérés comme ensemble additif de données et

s’ajoutent a I’ensemble des recherches émergentes.

Mots clé : Microbiologie post-mortem, médecine légale, intervalle post-mortem,

translocation bactérienne, putréfaction.



Abstract :

Post-mortem microbiology (PMM) is an important tool in forensic medicine, which
helps to determine post-mortem interval (PMI), cause and manner of death (accidental,
suicide, homicide and undetermined). PMM also helps to identify bacteria that

participate in the process of decomposition

To explore the microbiome of decomposition: three rabbit corpses were sampled at
three time intervals (10 min, 1 h, 5 h) from various organs (caecum, kidney, liver), the
samples were analyzed by the method of bacterial culture on specific culture media for

the detection of streptococci, Enterococci and Escherichia coli.

Our data show that there is a bacterial translocation from the cecum to other extra-
intestinal organs over time with an increase in the bacterial load, which intervenes in

the putrefaction of the corpse.

The results obtained can be considered as an additive set of data and are added to the

set of emerging research.

Keywords: Post-mortem microbiology, forensic medicine, post-mortem interval,

bacterial translocation, putrefaction.
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TABLEAU DES ABREVIATIONS

Mot Abréviation de
IPM Intervalle post mortem
PMM La microbiologie post-mortem
ARN Acide ribonucléique
Whole genome sequencing (le séquencage
Mwgs A . . :
meétagénomique du génome entier)
pH Le potentiel hydrogene
CEl Cellules épithéliales intestinales
E coli Escherichia coli
LCR Liquide cephalorachidien
VRBG Gélose glucosee hiliée au cristal violet et au
rouge neutre
GN Gélose nutritive
H202 Peroxyde d'hydrogene
UFC Unité formant colonie
BEA Gelose Bile-Esculine-Azide

VF Milieu viande foie




Liste des figures

fig.1 : Laboratoire de bactériologie alimentaire et contrble de qualité de la wilaya de

SKIKAA ...t ettt nns 14
fig.2 : La dissection du trois 1apinS.........cceceeieiieiicie e 16
fig.3 : Prélevement par écouvillonnage a partir des trois organes. ..........cccceeeeveeenne 17
fig.4 : Prélevement de DIOPSIE. .......ooveiiiiiiiiie e e 17
fig.5 : Ensemencement dans les milieux SElectifs ..........ccccocvvveiveice i 18
Fig.6 1 TeSt de CAtAlASE .......eccveeeeieiece e e 19
FIQ.7 T TeSt A’ OXYAASE. ...veuvireiieiiiiieeii et 20
fig.8 : Ensemencement de milieu mannitol par les trois souches E coli, Entérocoque,
(=] 0] (0 oo 0 U= PP 21
fig.9 : Ensemencement sur milieu viande foi€............ccccoviiieiicin i 21
fig.10 : Réalisation de série de dilution ... 23

fig.11 : Résultats macroscopique des souches présentes dans le caecum aprés 10 min
du déces pendant 48h A INCUDAtION. ......vvviiiiiiiiiicci e 26
fig.12 : Noircissement de gélose BEA.ensemencés par les entérocoques isolé des trois
(0] (02 01T PO PSPPI 26
fig.13 : Résultats macroscopique des souches présentes dans le rein apres 10 min du

déces pendant 48h d’INCUDALION.......ccviiiiiiiiiiici s 27
fig.14 : Aspect de boites ensemencées a partir du foie apres 10 min du déces. .......... 27
fig.15 : Aspect de boites ensemencées a partir du caecum apres 1h du déces ............ 28
fig.16 : Aspect de boites ensemencées a partir du rein apres 1h du decés................... 29

fig.17 : Aspect macroscopique des colonies de (E coli, Entérocoque, Streptocoque)
présent dans le foie aprés 1h du dBCES. .......c.ovviiieiicii i, 30
fig.18 : Aspect macroscopique des colonies de (E coli, Entérocoque, Streptocoque)
présent dans le caecum apres 5 du dECES. ......ovvviverreiie i 30
fig.19 : Aspect macroscopique des colonies de (E coli, Entérocoque, Streptocoque)
présent dans le rein apres 5h du dCES. ........ooviveiicii i, 31
fig.20 : Aspect macroscopique des colonies de (E coli, Entérocoque, Streptocoque)
présent dans le foie apres 5h du dECES. ........oovieiiiiiiii e 31
fig.21 : Aspect microscopique (coloration de gram) de colonie d 'E coli .G X100. ....34
fig.22 : Aspect microscopique (coloration de gram) de colonie de Streptocoque.


file:///C:/Users/lenovo50/Downloads/Mémoire%20M2%20microbiologie%20appliqué.docx%23_Toc106542428
file:///C:/Users/lenovo50/Downloads/Mémoire%20M2%20microbiologie%20appliqué.docx%23_Toc106542428
file:///C:/Users/lenovo50/Downloads/Mémoire%20M2%20microbiologie%20appliqué.docx%23_Toc106542429
file:///C:/Users/lenovo50/Downloads/Mémoire%20M2%20microbiologie%20appliqué.docx%23_Toc106542430
file:///C:/Users/lenovo50/Downloads/Mémoire%20M2%20microbiologie%20appliqué.docx%23_Toc106542431
file:///C:/Users/lenovo50/Downloads/Mémoire%20M2%20microbiologie%20appliqué.docx%23_Toc106542432
file:///C:/Users/lenovo50/Downloads/Mémoire%20M2%20microbiologie%20appliqué.docx%23_Toc106542433
file:///C:/Users/lenovo50/Downloads/Mémoire%20M2%20microbiologie%20appliqué.docx%23_Toc106542434
file:///C:/Users/lenovo50/Downloads/Mémoire%20M2%20microbiologie%20appliqué.docx%23_Toc106542435
file:///C:/Users/lenovo50/Downloads/Mémoire%20M2%20microbiologie%20appliqué.docx%23_Toc106542435
file:///C:/Users/lenovo50/Downloads/Mémoire%20M2%20microbiologie%20appliqué.docx%23_Toc106542436
file:///C:/Users/lenovo50/Downloads/Mémoire%20M2%20microbiologie%20appliqué.docx%23_Toc106542437
file:///C:/Users/lenovo50/Downloads/Mémoire%20M2%20microbiologie%20appliqué.docx%23_Toc106542438
file:///C:/Users/lenovo50/Downloads/Mémoire%20M2%20microbiologie%20appliqué.docx%23_Toc106542438
file:///C:/Users/lenovo50/Downloads/Mémoire%20M2%20microbiologie%20appliqué.docx%23_Toc106542439
file:///C:/Users/lenovo50/Downloads/Mémoire%20M2%20microbiologie%20appliqué.docx%23_Toc106542439
file:///C:/Users/lenovo50/Downloads/Mémoire%20M2%20microbiologie%20appliqué.docx%23_Toc106542440
file:///C:/Users/lenovo50/Downloads/Mémoire%20M2%20microbiologie%20appliqué.docx%23_Toc106542440
file:///C:/Users/lenovo50/Downloads/Mémoire%20M2%20microbiologie%20appliqué.docx%23_Toc106542441
file:///C:/Users/lenovo50/Downloads/Mémoire%20M2%20microbiologie%20appliqué.docx%23_Toc106542442
file:///C:/Users/lenovo50/Downloads/Mémoire%20M2%20microbiologie%20appliqué.docx%23_Toc106542443
file:///C:/Users/lenovo50/Downloads/Mémoire%20M2%20microbiologie%20appliqué.docx%23_Toc106542444
file:///C:/Users/lenovo50/Downloads/Mémoire%20M2%20microbiologie%20appliqué.docx%23_Toc106542444
file:///C:/Users/lenovo50/Downloads/Mémoire%20M2%20microbiologie%20appliqué.docx%23_Toc106542445
file:///C:/Users/lenovo50/Downloads/Mémoire%20M2%20microbiologie%20appliqué.docx%23_Toc106542445
file:///C:/Users/lenovo50/Downloads/Mémoire%20M2%20microbiologie%20appliqué.docx%23_Toc106542446
file:///C:/Users/lenovo50/Downloads/Mémoire%20M2%20microbiologie%20appliqué.docx%23_Toc106542446
file:///C:/Users/lenovo50/Downloads/Mémoire%20M2%20microbiologie%20appliqué.docx%23_Toc106542447
file:///C:/Users/lenovo50/Downloads/Mémoire%20M2%20microbiologie%20appliqué.docx%23_Toc106542447
file:///C:/Users/lenovo50/Downloads/Mémoire%20M2%20microbiologie%20appliqué.docx%23_Toc106542448
file:///C:/Users/lenovo50/Downloads/Mémoire%20M2%20microbiologie%20appliqué.docx%23_Toc106542449
file:///C:/Users/lenovo50/Downloads/Mémoire%20M2%20microbiologie%20appliqué.docx%23_Toc106542449

Aspect microscopique (coloration de gram) de colonie de Enterocoque. G
........................................................................................................................... 35
: Résultats du test catalase Sur E COlN......ocoviiiiiiiiiiiic e 36
: Résultats du test catalase sur ENtEroCOQUE. .........coerveerierieincnienieesie e 37
: Résultats du test catalase sur StreptoCOQUE. ........ccvverveerereerieeie e, 37
: Réaction oxydase et virage du couleur du disque sur une colonie de E coli ..38
: Réaction oxydase SUr StreptOCOQUE. ........ccervrerierieisinie e 38
: Réaction oxydase SUr ENtErOCOQUE. ........cccerveeeruirieinienie e 39
: Résultat du test mannitol MObITITe. ..., 40
: Résultat du test de type reSpiratoire. ........ccceeeeveiiere i 41
: Aspect macroscopique sSur CHROMAGQAT ...........cocvvieiiieneiene e, 43

: Résultat du denombrement sous compteur de colonies ..........c.ccoceevvererieennne, 45


file:///C:/Users/lenovo50/Downloads/Mémoire%20M2%20microbiologie%20appliqué.docx%23_Toc106542450
file:///C:/Users/lenovo50/Downloads/Mémoire%20M2%20microbiologie%20appliqué.docx%23_Toc106542450
file:///C:/Users/lenovo50/Downloads/Mémoire%20M2%20microbiologie%20appliqué.docx%23_Toc106542451
file:///C:/Users/lenovo50/Downloads/Mémoire%20M2%20microbiologie%20appliqué.docx%23_Toc106542452
file:///C:/Users/lenovo50/Downloads/Mémoire%20M2%20microbiologie%20appliqué.docx%23_Toc106542453
file:///C:/Users/lenovo50/Downloads/Mémoire%20M2%20microbiologie%20appliqué.docx%23_Toc106542454
file:///C:/Users/lenovo50/Downloads/Mémoire%20M2%20microbiologie%20appliqué.docx%23_Toc106542455
file:///C:/Users/lenovo50/Downloads/Mémoire%20M2%20microbiologie%20appliqué.docx%23_Toc106542456
file:///C:/Users/lenovo50/Downloads/Mémoire%20M2%20microbiologie%20appliqué.docx%23_Toc106542458
file:///C:/Users/lenovo50/Downloads/Mémoire%20M2%20microbiologie%20appliqué.docx%23_Toc106542460
file:///C:/Users/lenovo50/Downloads/Mémoire%20M2%20microbiologie%20appliqué.docx%23_Toc106542461

Liste des tableaux

Tab 1 : Changement du pH au cours de la décomposition...........ccccecvevveveerieciieseennenn, 5
Tab 2 : POIAS &S 1APINS. ..o 16
Tab 3 : Résultats macroscopiques des bactéries observés apres incubation..................
...Erreur ! Signet non défini.

Tab 4 : Résultats de la culture des souches bactériennes aux différents intervalles
00 L= 33
Tab 5 : Résultats microscopique obtenue apres coloration de gram.............ccocceeeee. 34
Tab 6 : Résultats des tests enzymatique des trois bactéries. .........ccccoevvvieieeieiiennnn, 42
Tab 7 : Identification des especes bactériennes basée sur la couleur des colonies.....43
Tab 8 : Résultat de la charge bactérienne du 1*" lapin en UFC........ccccooeviiiiiininnne 44
Tab 9 : Résultat de la charge bactérienne du 2°™ lapin en UFC .......c..cc.cc.ocveeveeneee. 44
Tab 10 : Résultat de la charge bactérienne du 3°™ lapin en UFC ........ccccoovvveeveenee. 44



Sommaire

Remerciements

Dédicaces

Résumé

Abstract

odla

Tableau des abréviations

Liste des figures

Liste des tableaux

INTRODUCTION ..ot ERREUR ! SIGNET NON DEFINI.
CHAPITRE I: SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE SUR LA MICROBIOLOGIE
MEDICO-LEGALE......c.ciitiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieiiiiitietieciectiaciecsecncsscnans 1

1.1. LA MICROBIOLOGIE MEDICO-LEGALE ..., 2
1.1.1 GENETALITES ..o 2

1.1.2 Intérét de la microbiologie médico-légale dans les enquétes

CEUIMINEIIES 1 av oottt et et e et e e e e e e e e et et eeeeeeeeeeeeeneeeeneeennnens 3

1.1.3 Estimation de D’intervalle post-mortem grace a la flore microbienne
(010151 £ 10 =T o PP TPRSUPRRPI 4
1.1.3.1  Définition du I’intervalle post-MOMEM .........ccccvevereeriereenieeeeese e 4

1.1.3.2  Mcéthode d’estimation de I’intervalle post-mortem ............ccccceevvevveciennne 4



.14 Facteurs influencant la décomposition du cadavre ...........c.ccoccevveivennnne. 4

1141 Présence d OXYZENE ....cccceeeriueririeeiiiieeeiieesiireesieeesieeesneeesseeesseessaseesnans 5
11,42 HUMIGITE oottt 5
[.1.4.3  TEMPETAIUIE ...cueiiieieiieteeeete ettt sttt sttt 5
1.1.4.4  Potentiel NYArOQgENE .......ccovieiiieieeieeeee sttt 5
1.1.5 Changement macroscopique au cours de la décomposition .................... 6
[.1.5.1  L7AULOLYSE .eeveeiieiiiieieeie sttt st 6
[.1.5.2 LA PULIEFACLION ..ocveieeeieceeeeeeeeee ettt 6

1.2.  THANATOMICROBIOME ET TRANSLOCATION BACTERIENNE ..6

1.2.1. Bactéries COMMENSAIES .......ccoviiiiiecec e 7
1.2.1.1.  Flore bactérienne intestinal ante-mortem du lapin adulte ......................... 8
1.2.1.2  Flore bactérienne intestinal post-mortem du lapin adulte ......................... 8

1.2.2. La colonisation des tissus et des organes apres le déces ...........cceerunen. 10

1.2.3. Culture bactériologique post MOFtEM .........ccccooeiiiieinierereeee e 10

1.3. DENOMBREMENT ET VARIATION DE L’ABONDANCE
DIFFERENTIELLE BACTERIENNE ENTRE LES ORGANES AU COURS DE
LA DECOMPOSITION ..ottt 11

1.3.1. Effet du temps sur la charge du microbiome post-mortem des organes

D B T NIES . s 11

CHAPITRE Il : MATERIEL ET METHODESERREUR ! SIGNET NON
DEFINI.

O] ST ] = O I | ISP 14
FEIMAEETTEL ULHISES ..ot 14
LELLIMIETHODIES ..ot ettt et e et e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e ererenrerennns 15

A/ Protocole d’échantillonnage................cccevveiiiiiiicii e 15



B/ Protocol d’identifiCatiOn .............ooooooeeeeeeee e e e e e et eee e e e 18

1UISOIEMENT <. e e s e e e areee s 18
2.Examen macroscopique des CUITUIES ......ccvecveeieeeeriecie e 18
3.Examen microscopique des COIONIES ........coeeererieieieieniene e 18
4. TESt ENZYMALIGUE ...eevveeieeeeiecieeste ettt et e et e st et e e s se et e e aesre e teessessaenseeneas 19
S5.CHROMEAGAL .....eiiiiiiiieiieieee ettt sttt s st 22
B.DENOMBIEMENT ..ottt st nae bt 22
CHAPITRE 11 : RESULTATS ET DISCUSSION.......ccovoiiiieee e, 1
l. RESULTATS oottt st 25
1.EXameNn MaCrOSCOPIGUE ...cveeveeueeireeieaiesteesteeseesteestesssesseessesssesteeseansessaesseensessaenseens 25
2.EXAMEN MICTOSCOPIGUE ...ocvverrireiiiitesieeieeiieiee ettt bbb 33
3. TESES ENZYMALIGUE I....viiiiieieeiee ettt bbb 36
4.Test confirmatif CHROMAQAI ........oooiiiiiiiiiiie e 42
ST 1= Tl 401 o] =14 4T o S 43
. DISCUSSION ..ottt sttt 46
CONCLUSION.....ciiiiiiirieieeiee e ERREUR ! SIGNET NON DEFINI.

REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES ..o 50



INTRODUCTION

Depuis ’émergence de la médecine légale au 19°™ siécle, I'utilité de 1’examen
microbiologique post-mortem a été un sujet de controverse. Le processus d'enquéte
médico-légale commence par la collecte de renseignements et d'informations sur le
cadavre, cette collecte est suivie d'une enquéte plus approfondie axée sur
I'identification des empreintes digitales, la détermination de la cause du déces, la
datation de la mort,... etc. La microbiologie médico-légale aide a diriger et a formuler
les décisions judiciaires basees sur l'activité bactérienne aprés le déces pour
déterminer le temps écoulé depuis la mort ou I’intervalle post-mortem. Ce travail de
recherche s'intéresse particulierement au terme de bactériologie post-mortem, qui
étudie les communautés bactériennes présentes dans I’intestin en tant que participants
majeurs de la putréfaction. Le microbiome peut également fournir un outil précieux
dans les enquétes médico-légales sur les décés en aidant a révéler I’intervalle post
mortem d'un défunt qui est découvert apres un laps de temps inconnu depuis le déces
(Johnson et al., 2016). Le changement de la composition des especes observées dans
chaque communauté bacterienne est une caractéristique précieuse qui donne beaucoup
d'informations liées au crime. Il est principalement utilisé dans I'estimation de
I’intervalle post mortem. Dans certaines enquétes criminelles, de tels changements
notables dans le microbiome peuvent déterminer la cause ou le temps réel du
déces. Les traces microbiennes trouvées sur les lieux du crime peuvent également

fournir des preuves claires de culpabilité (Speruda et al., 2022).

Cette étude est un travail de recherche en microbiologie médico-légal pour
démontrer le role des bactéries dans la décomposition du cadavre au fil du temps.
Suite a cette activité nous allons répondre a la problématique suivante : quel est 1’effet
du temps sur les communautés bactériennes dans le corps aprés la mort ? Et a quel

niveau la microbiologie participe a la datation de la mort ?

Dans ce travail nous avons analysé trois parties. En premier lieu, nous avons rappelé
le concept de la microbiologie médico-légal, en seconde partie nous avons étudié le
thanatomicrobiome et la translocation bacterienne. Enfin une troisiéme partie ou nous
nous sommes intéressé au dénombrement et au calcul de 1’abondance différentielle de

la charge bactérienne entre les organes au cours de la décomposition cadavérique.

A



INTRODUCTION

Afin de réaliser cette étude et répondre a la problématique posée, nous avons pratiqué

I'expérience sur un modeéle animal de trois lapins, afin d’identifier les espéces

bactériennes purifiantes et suivre leur translocation du caecum vers les organes extra

caecaux , et dénombrer la charge au cours de la décomposition du cadavre.
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1.1. La microbiologie médico-légale :

.L1.1  Généralités :

La microbiologie médico-légale est une discipline nouvellement émergente qui a
d'abord acquis une reconnaissance mondiale a la suite des attaques de Bacillus
anthracis lancé par le service postal américain en 2001 (Lehman, 2012). Elle est
également connue sous le nom de microbiologie de la mort qui offre un domaine
scientifique florissant qui est en partie utilisé dans les enquétes criminelles. Certains
cas peuvent étre difficiles a résoudre en utilisant des techniques médico-légales
standard et sont transformés en domaine d'application de I'analyse microbiologique
(Speruda et al., 2021).

Les bactéries sont un représentant majeur de la microbiologie médico-légale ou elles
jouent un rdle dans la détermination de la cause, du temps et du lieu du déces en
effectuant des analyses microbiologiques dans le but d’étudier la migration
bactériennes des organes intra intestinaux vers les organes externes aux différents
stades de la putréfaction du cadavre. Ce cadavre a son tour est affecté par des
facteurs externes tels que la température et I'humidité, qui a leur tour affectent la
multiplication des bactéries quantitativement et qualitativement. Grace a ces
résultats, il devient relativement facile d'estimer le moment de la mort (Lehman,
2012).

Autrement, basée sur I'étude des résultats de l'analyse du thanatomicrobiome
(microorganismes trouveés dans le corps, les organes et les fluides apres la mort) et la
communauté épi-nécrotique (micro-organismes trouvés sur des cadavres en
décomposition) afin de déterminer la date et la cause de la mort du cadavre

(estimation de I’intervalle post mortem IPM) (Speruda et al., 2021).

L’identification du microbiote isolé peut étre réalisée d’une part, par les techniques
de la biologie moléculaire (séquengage, hybridation de I’ARN 16s...etc) qui est tres
populaire, et donne des résultats efficaces, rapides, faciles a analyser et fiables mais
elle est limitée de ne déterminer que le genre. D’autre part, par les techniques

traditionnelles liées a la culture des echantillons sur des milieux spécifiques. Cette
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méthode est rarement utilisée en bactériologie médico-légal en raison de longue

attente des resultats mais reste aussi valable et satisfaisante. (Speruda et al., 2021).

1.1.2  Intérét de la microbiologie médico-légale dans les enquétes criminelles :
Les changements dans le microbiome humain apres la mort semblent étre
particulierement pertinents dans les enquétes criminelles, mais ils n‘ont pas encore
fait I'objet de recherches adéquates. Les études en microbiologie post-mortem sont
souvent considérées comme difficiles et controversées et ont un impact considérable
sur les progrés de la discipline. En raison de la rareté des cadavres humains, des
recherches non criminelles pour comprendre pleinement la population microbienne
post-mortem sont fréquemment menées a l'aide d'un modeéle animal « lapin »
(Lawrence et al., 2019 ; Can et al., 2014).

L'identification de la cause du déces est un exemple moins extréme de l'utilisation
des études microbiologiques dans les enquétes médico-légales surtout en cas de
déces inconnu ou de présence du corps dans des cas avancés de putréfaction, il est
difficile d'identifier et de déterminer la cause du décés. Par exemple, dans le cas
d'une mort subite a la suite d'une intoxication alimentaire, il y a des bactéries
responsables de l'infection, de sorte que la médecine légale devient insuffisante a elle
seule pour déterminer la cause principale et spécifique du déces, nécessite donc
I'intervention de la microbiologie pour donner des résultats concluants en prélevant
un échantillon du corps et les résultats sont ensuite analysés pour faire correspondre
les bactéries obtenues aprés la mort avec celles qui sont dans un état normal
(Morentin et al., 2012).

Une autre utilisation de la microbiologie medico-légales dans les enquétes
criminelles consiste a determiner la date du déces, en analysant les résultats de la
migration des bactéries des organes internes vers les organes externes, sachant que
les organes internes tels que le foie, par exemple, sont stériles et exempts de
bactéries, et aprés la mort, les bactéries se propagent et occupent ces organes et se
multiplie ; et leur nombre augmente avec le temps, ce qui facilite I'estimation du

I’intervalle post-mortem (IPM) (Can et al., 2014).
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.1.3  Estimation de P’intervalle post-mortem grace a la flore microbienne

post-mortem :

1.1.3.1 Définition du ’intervalle post-mortem :

La définition convenue de I’intervalle post-mortem est le temps écoulé du moment
de la mort jusqu’a la date de la découverte du corps. Cette définition quand on parle
de microbiologie médico-légale est I’utilisation des micro-organismes (bactéries)
pour estimer la date du déces, lors de la découverte d'un cadavre inconnu ou dans les
cas avancés de putréfaction. Il est difficile d'identifier la cause ou la date du déces
par les méthodes médico-légales traditionnelles. La biologie doit donc intervenir, que
ce soit par des insectes en entomologie ou par des bactéries en microbiologie
(Lehman, 2012).

1.1.3.2 Méthode d’estimation de ’intervalle post-mortem :

En microbiologie I’estimation de I’intervalle post-mortem (IPM) se fait soit par les
techniques modernes de la biologie moléculaire (le séquencage métagénomique du
génome entier (MWGS) et le séquencage de genes marqueurs comme le géne ARN

16S), ou par les techniques classiques de la culture bactérienne post-morte.

Dans notre cas, nous avons réalisé notre expérience sur des lapins, apres la collecte
des échantillons par écouvillonnage des surfaces des organes et le prélevement d’un
petit fragment d’organe dans le but de compter la charge bactérienne dans les
organes au fil du temps. Dans I’exemple du lapin les résultats seront effectués les 6
premieres heures, mais dans le cas d’étre humain les résultats ne seront significatifs
qu’apres 24h. Selon la propagation bactérienne on peut déterminer le temps du déces
par la comparaison qualitative et quantitative de la flore bactérienne ante-mortem et

post-mortem (Mayssa et al., 2020).

1.1.4  Facteurs influencant la décomposition du cadavre :
La putréfaction du cadavre difféere d'un individu a l'autre, en raison des différents
facteurs externes et internes affectant le développement a ce stade (le taux

d’oxygene, I’humidité, la température, pH...etc).
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1.1.4.1 Présence d’oxygéne :

Le processus anaérobie assure la décomposition compléte du cadavre en l'absence
d'oxygene. S'il y a une source d'oxygene, les bactéries aérobies proliféreront et
aideront & la décomposition du cadavre aprés la fermentation anaérobie dans les
intestins. Une décomposition facilitée par les opérations combinées des bactéries
aérobies et anaérobies est plus rapide qu'une décomposition par anaérobiose stricte
(Yogeshwar et al., 2008).

1.1.4.2  Humidité :

Comme l'eau est utilisée par les bactéries anaérobies et aérobies pendant leur
croissance, une humidité suffisante est nécessaire pour une décomposition rapide du
cadavre humain. Lorsque I'apport hydrique est considérablement réduit (comme dans

le sol désertique), la décomposition est trés lente (Yogeshwar et al., 2008).

1.1.4.3 Température :

Le développement bactérien est lent ou inexistant a basse température (moins de
5°C), alors que la plupart des bactéries sont inactivées a haute température (plus de
40°C). La décomposition est fortement perturbée a ces deux extrémes, donc la

température ambiante pour la décomposition est de 10°C (Yogeshwar et al., 2008).

1.14.4 Potentiel d’hydrogéne :
En général, le pH du corps d'un homme en bonne santé est alcalin. Aprés la mort, le

PH change selon le tableau :

Tab 1 : Changement du pH au cours de la décomposition (Yogeshwar et al., 2008).

pH

7.4 Condition normale
5-6 Rigor mortis

>7 Décomposition avancé

La saponification (la création d'un matériau savonneux a partir de l'interaction des
acides gras avec les ions OH) peut se produire a un pH alcalin pendant la
décomposition avancée. Cette substance se forme au fond des cercueils apres
plusieurs semaines de décomposition (Yogeshwar et al., 2008).
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.1.5 Changement macroscopique au cours de la décomposition :

La décomposition peut étre divisée en deux phénomeénes fondamentaux : l'autolyse,
qui est la destruction chimique aseptique des cellules et des organes; et la
putréfaction, qui est la lyse bactérienne et fermentaire des tissus (Vanessa, 2014).

1.1.5.1 L’autolyse :

Dans les deux heures suivant la mort, les premiers signes extérieurs d'autolyse se
développent. L’absence de circulation sanguine entraine un manque d'oxygénation
des tissus, entrainant une paleur de ces tissus, ce processus se déclenche due a la
diminution du ph intracellulaire a la suite d'une diminution de la teneur en oxygene
des tissus (Vanessa, 2014).

Des modifications oculaires internes (coagulation intra-vasculaire des vaisseaux
sanguins rétiniens) et externes (opacité de la cornée ou "tache noire de la
sclérotique™) sont également observées aux premiers stades. Le sang devient de plus
en plus acide en raison de l'accumulation de dioxyde de carbone et dautres
substances causées par la lyse des tissus, entrainant le développement d'une raideur
cadavérique. Les premiers signes de décomposition, qui indique également une
autolyse étendue, notamment une desquamation de la peau, une perte de cheveux et
une perte d'ongles, peuvent apparaitre dés 48 heures apres le déces. L'hémolyse
intravasculaire provoque une "marbrure™ & l'intérieur, qui est la colonisation du
systeme veineux par des bactéries intestinales qui hémolysent le sang (Vanessa,
2014).

1.1.5.2 La putréfaction :

La putréfaction est un processus dynamique qui n'est ni homogene a l'échelle
individuelle ni identique entre deux personnes décédées dans les mémes
circonstances. Méme si les principales étapes de décomposition sont les mémes, il
peut y avoir des différences significatives dans la vitesse de décomposition ou le
séquencage (Vanessa, 2014).

En général, les séquences observées pour un corps laissé a l'air libre sont utilisées
pour classer la décomposition. Ces étapes de décomposition peuvent étre variées
voire absentes selon les milieux de conservation (corps enterre, corps immerge)
(Vanessa, 2014).

1.2. Thanatomicrobiome et translocation bactérienne

La translocation bactérienne est définie comme le passage de micro-organismes du
tractus gastro-intestinal vers des sites extra-intestinaux, tels que le sang et les tissus.
Ce phénomene survient chez les individus sains, est accru dans certaines maladies, et

est encore plus intense apres la mort (Vadim et al., 2017), ce mécanisme fait partie
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de la putréfaction (Guérard et Chloé, 2019). Les bacteries intestinales sont des agents
majeurs des changements post-mortem, mais le moment de la translocation
bactérienne aprés la mort n'est pas encore entierement compris. En raison de ces
bactéries, nous pouvons savoir les mécanismes impliqués dans cette translocation et
les changements post-mortem affectant le thanatomicrobiome qui joue un role trés
important dans I'estimation du moment de la mort d'un corps en décomposition en
fonction des changements qui ont lieu dans les communautés bactériennes (Vadim et
al., 2017). le thanatomicrobiome est défini comme I'étude des bactéries qui
colonisent l'intérieur des organes apres la mort (Javan et al., 2016). Cela est d0 au
fait que lorsque I'ndte meurt, différentes étapes seéquentielles se produisent qui
modifient les conditions de I'environnement, faisant que certains bactéries se
reproduisent sans inhibition et la quiescence et la mort d'autres. Cela se produit a la
fois dans les organes internes qui sont déja colonisés par des bactéries lorsque I'hote
est vivant (comme l'intestin), et des sites internes stériles (tels que le foie et les
reins...etc), de sorte que lorsque I'n6te meurt, les deux sont colonisés par des

bactéries suivant un ordre spécifique (Zhou et Bian, 2018).
1.2.1. Bactéries commensales :

Une bactérie est dite commensale lorsqu’elle vit au contact de ’organisme sans
provoquer de troubles et sans causer de préjudice a 1’hote. Différents territoires du
corps ont des flores particuliéres (ex: Intestinale, respiratoire, génital...etc) Ces flores
sont généralement non pathogenes et utiles (Catherine, 2016). Le tube digestif des
lapins contient environ 100 billions (10%*) de bactéries commensales bénéfiques, plus
de dix bactéries pour chaque cellule de notre organisme. Cette flore intestinale joue
un réle vital dans le bon fonctionnement du systéme immunitaire, qui a « appris » a
coexister de facon pacifique avec les populations bactériennes commensales (Hooper
et Macpherson, 2010).

Les bactéries commensales et leurs hotes ont co-évolué et se sont adaptés 1’un a
’autre pour aboutir a une relation mutualiste. Les bactéries intestinales profitent d’un
habitat, de nutriments qu’elles extraient de 1’alimentation et assurent, en retour, de

nombreuses fonctions telles que la digestion des carbohydrates, la colonisation de
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niches, empéchant ainsi, par compétition, I’implantation de pathogenes (Gaboriau et

Cerf-Bensussan, 2016).
1.2.1.1. Flore bactérienne intestinal ante-mortem du lapin adulte :

La flore intestinale, aussi appelée microbiote intestinal, représente un ensemble de
micro-organismes presents au niveau des intestins. Ces micro-organismes sont dits
commensaux (Nicard, 2017). La flore bactérienne varie le long du tube digestif et la
diversité bactérienne est maximale dans le gros intestin. Mais le microbiote intestinal
reste relativement mal connu, car il posséde une grande biodiversité et de nombreux
microorganismes demeurent non cultivables chez le lapin (Abecia et al., 2005,
Cauquil et al., 2007), ainsi que des archée (Bennegadi et al., 2003, Michelland et al.,
2008). La colonisation du caecum débute chez le lapereau agé de 2 ou 3 j, le nombre
de bactéries varie considérablement selon les individus (Gouet et Fonty, 1973). La
biocénose caecale du lapin ne contient ni protozoaires, ni champignons anaérobies
(Bennegadi et al., 2003). La présence de levures dans le contenu caecal a été peu
étudiée, mais au moins une espece de levure (Saccharomycopsis guttulatus)
semblerait «commensale» du caecum de lapin (Peeters et Maertens 1988), et se
multiplierait plus activement lors de problemes intestinaux (Licois données non
publiées). Le microbiote anaérobie facultatif apparait simple, et dominé par les
Streptocoques de groupe D. Trouvees fréquemment dans la flore bactérienne du
tractus gastro-intestinal du lapin Les Enterococcus (E.faecalis). Les entérobactéries
apparaissent avec l'ingestion d'aliment solide Les bactéries anaérobies strictes et non
sporulantes, particulierement les bacilles gram négatifs (Bacteroides) sont prévalents
dans tous les segments digestifs. Les bactéries sporulées appartiennent
principalement aux genres Clostridium, Endosporus et Acuformis. Les streptocoques
(S. faecium, S. faecalis), puis diminuent (Gouet et Fonty, 1979). Escherichia Coli est
géneralement absent chez le lapereau de 2 ou 3 j d'age ; il apparait a 7 jours chez les
lapins (Padilha et al., 1995). Quelques bactéries fibrolytiques ont été identifiées au
niveau caecal : Eubacterium cellulosolvens et Bacteroides sp. Pour la cellulolyse,
Bacteroides ruminicola et Butyrivibrio fibrisolvens pour I'hydrolyse de pectines et de

xylanes (Boulahrouf et al., 1991).

1.2.1.2 Flore bactérienne intestinal post-mortem du lapin adulte :
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Apres le déceés du lapin, les conditions hypoxiques du corps entrainent une autolyse
des tissus et la libération de nutriments, qui constituent un milieu riche pour la
croissance et le développement de certaines bactéries anaérobies intestinales
commensales (Adserias-Garriga et al., 2017 ; Oliveira & Amorim, 2018), les plus
souvent Escherichia coli, les streptocoques et les entérocoques, se multiplient et
migrent dans le sang et les tissus et augmenter avec le temps (Finley et al., 2015).
Ces bactéries attaquants le systéme digestif, puis tous les organes tels que le foie, les
reins...etc et produisant des gaz (azote, dioxyde de carbone, ammoniac, etc) qui vont

faire gonfler I’abdomen et libérer une forte odeur dans le processus de putréfaction

(Emilie, 2021).

a. Escherichia coli :

Autrement appelé colibacille et abrégée en E.coli (Flandrois, 2000), est une bactérie
qu'on retrouve naturellement de fagon commensale dans la flore intestinale (Kaper,
Nataro et al., 2004), elle en constitue méme 80 %. Qui se présente sous la forme de
batonnets allongés (bacille) a Gram négatif aérobie-anaérobie facultatif (Philippe,
Stéphane, 2019). Ces bactéries nécessaires au bon fonctionnement du microbiote
intestinal parce que elles empéchent le développement d'autres bactéries et
interviennent dans la production de vitamine K (Kaper, Nataro et al., 2004).

b. Streptocoques :

Les streptocoques sont groupe des bactéries rassemblant plusieurs genres des cocci a
Gram positif aérobie-anaérobie facultatif, le plus souvent en chainettes (Jean-Pierre,
2009). Elles sont présentes dans les intestins d’environ 75 %, font partie de la flore
commensale (Olivieri, 1982). Sont classés en fonction des propriétés antigéniques
d'un constituant de leur paroi, le polyoside C, en différents groupes dénommés A, B,
C, D, F et G (Loubinoux et al., 2004). Les streptocoques du groupe D (Streptococcus
bovis) sont des hdtes normaux de l'intestin (Jean-Pierre, 2009).

C. Entérocoques :

Les entérocoques sont des bactéries a gram positif qui se présentent sous forme de
coques en courtes chaine (CEAEQ, 2000; Facklam et al., 1999; Hancock et Gilmore,
2000), autrefois considerés comme des streptocoques (plusieurs espéces appartenant

antérieurement au  genre Streptococcus ont ~ été  transférées  vers le

9
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genre Enterococcus), sont désormais classés comme un genre a part entiere. Le
genre Enterococcus comprend une vingtaine d’espéces qui se retrouvent dans
différents habitats et chez différents hotes, on les retrouve souvent dans le tractus
gastro-intestinal (Clausen et al., 1977; Gleeson et Gray, 1997), et constituent 10 % de
la flore commensale de I’intestin. IIs peuvent notamment hydrolyser 1’esculine en
présence de 40 % de bile (CEAEQ, 2000; Facklam et al., 1999; Hancock et Gilmore,
2000).

1.2.2. Lacolonisation des tissus et des organes apres le deces :

Lorsque la mort survient, la seule barriére protégeant les organes et les fluides
physiologiques contre la colonisation bactérienne cesse de fonctionner, une
augmentation il se produit une prolifération de certains bactéries dans le tractus
gastro-intestinal (Metcalf et al., 2013 ; Zhou & Bian, 2018). Par la suite, les
populations bactériennes migrent et proliférent dans les restes parties du corps (Can
et al., 2014). Le premier est le plus souvent identifié a I'entrée de bactéries vivant
dans les parois intestinales dans les systémes circulatoire et lymphatique, puis dans
d'autres organes du corps en raison de la perte d'activité du systéme immunitaire
(Oliveira & Amorim, 2018 ; Ventura Spagnolo et al., 2019). Aprés, ces bactéries
s’attaquent aux tissus, ou ils trouvent quantité de fluides riches en nutriments
(Delphine, 2009). Les sites extra-intestinaux, y compris le sang cardiaque, les reins,
le foie, les ganglions lymphatiques mésentériques et la rate, est envahis par ces
bactéries intestinales dans les 5 minutes poste-mortem (Gates et al., 2021), le passage
des bactéries ou de produits bactériens d’origine digestive, a travers la muqueuse
intestinale, entre les Cellules épithéliales intestinales (CEI), vers les ganglions
lymphatiques mésentériques puis vers les organes a distance via la circulation

sanguine (Berg et al., 1979).
1.2.3.  Culture bactériologique post--mortem :

La culture bactérienne apres la mort est un examen relevant de la microbiologie, sert

a la mise en évidence de bactéries ou d'une transmigration bactérienne post-mortem

10
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1.3.

de la flore intestinale mixte ou bien dans le cadre d’une infection (Stefan, 2014). Le
diagnostic post-mortem est effectué sur des prélévements du sang (hémoculture)
(Suzanne, 2006) pour objectif de démontrer dans les meilleurs délais la présence de
micro-organisme dans le sang (PHILIPPON et al., 1983), ou le liquide
céphalorachidien (LCR) est effectué entre deux vertebres, dans le bas du dos, avec
une fine aiguille pour déceler les traces d'une infection ou d'une maladie (Ce liquide
est constitué a 80 % de flux sanguin et a 20 % de liquide cérébral) (Annabelle, 2018),
peut étre aussi réalisé un prélévement d’organe entier du cadavre, un fragment
d’organe ou un écouvillonnage. Les organes ou bouts d’organes sont généralement
placés dans un pot stérile sans milieu particulier de conservation. Les écouvillons
sont quant a eux remis dans leur tube stérile, dans lequel la présence d’un milieu de
conservation est conseillée lors de recherche de bactéries fragiles (SYKES et al.,
2014). L’utilisation de cultures bactériologiques post-mortem s'est avérée utile dans
les autopsies medico-légales et les enquétes médico-légales pour détecter
I'organisme responsable des décés dus & une infection et aussi comme outil de
diagnostic et épidémiologique dans les situations d'épidémie (Mazuchowski et Meier,
2005).

Dénombrement et variation de I’abondance différentielle bactérienne entre les

organes au cours de la décomposition :

1.3.1. Effet du temps sur la charge du microbiome post-mortem des organes

internes :

La connaissance des changements dans la composition des communautés
microbiennes (microbiote) dans les tissus aprés la mort, au fil du temps, est
essentielle pour interpréter correctement les résultats des tests microbiologiques a
partir des examens post-mortem. Des informations limitées sont disponibles sur les
modifications post-mortem du microbiote et des génes microbiens associés des
organes internes chez toutes les espéces. (Laurens et al., 2019). La propagation des
bactéries intestinales dans le corps aprés la mort, conduit a une prolifération
bactérienne dans les différents sites corporels, qui serait détectée plus freqguemment
avec une augmentation de I’abondance différentielle. Récemment, de nombreuses

recherches sur le thanatomicrobiome ont été publiées, concluant toutes que la
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diversité des bactéries dans le microbiote humain varie selon les organes et il est
principalement affectée par le temps et la température. La migration des microbes
intestinaux est le facteur principal qui décide dans quel ordre les organes internes
sont colonisés (T, Sari et al., 2013). Donc la quantité bactérienne varie selon 1’état de

la décomposition du cadavre.
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Chapitre 11 : Matériel et méthodes

I.  Objectif :
Notre travail a consisté a étudier I’évolution de 1’espéce (Escherichia coli) et des deux
genres (Streptocoque, Entérocoque) dans 3 organes de trois lapins (caecum, foie, rein).
Afin de suivre la translocation bactérienne et la détermination de la premiere espéce qui
migre du caecum vers les organes extra intestinaux, et dénombrer la charge au cours

de la décomposition .
v’ Présentation du site d’étude et lieu du stage :

La premiére partie de notre expérience (échantillonnage) a été réalisé au niveau du
laboratoire pédagogique de l’universit¢ 20 Aoat 1955 Skikda. La deuxiéme partie
(identification bactérienne) a été effectuée au niveau du laboratoire de bactériologie
alimentaire et contr6le de qualité de la wilaya de Skikda durant une période de 15

jours.

fig.1 : Laboratoire de bactériologie alimentaire et contréle de
qualité de la wilaya de Skikda. (Photo originale)

v" Condition de travail :

Notre expérience a été effectuée a I’intérieur du laboratoire, donc toutes les regles
d’asepsies ont été respectées pour réduire la contamination a partir du milieu extérieur

et maintenir des conditions d’hygiene.

1. Matériel utilisés :

a. Matériel d’échantillonnage :

Pour la réalisation de ce travail nous avons eu besoin de 3 lapins méles adultes
appartenant a I’espéce Oryctolagus cuniculus (L,1758), de source synthétique, 2 becs
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Bunsen, alcool 70°, couteau, une spatule, un scalpel, des pinces métalliques, coton,
ciseau, 30 ecouvillons, eau physiologique pour conserver les échantillons prélevé dans
les écouvillons, 27 tubes secs pour conserver les biopsies, une glaciere pour le transport
des échantillons, plaque de polystyrene, des épingles, blouses, sur blouses, des gants
chirurgicaux, des bavettes et un appareil photos pour photographier les étapes du
travail.

b. Matériel d’identification :

Pour I’identification des bactéries, nous avons eu besoin de 243 boites de pétri, des
lames et lamelles, lance de platine, étuves pour 1’incubation, réactif de coloration de
gram, microscope optique, des tubes a essai, micropipettes, mortier.

e Milieux de culture sélectifs :

Milieu gélose (Columbia) au sang pour 1’identification de Streptocoque.

Milieu VRBG pour I’identification d’Escherichia coli.

Milieu GN pour I’identification des Entérocoques.

Milieu CHROMagar pour la confirmation complémentaire .

e Test de type respiratoire : Milieu viande foie.

e Test enzymatique : test de catalase, test d’oxydase, test de mannitol (mobilité).

e Gélose BEA : pour confirmer la présence des Entérocoques.

Méthodes :
A/ Protocole d’échantillonnage:

La méthode de travail utilisée se divisent en 3 étapes : dissection, prélevement par
écouvillonnage et biopsie a 3 intervalles de temps (10 minute ,1heure, et 5 heure).

Avant de procéder aux prélevements nous nous sommes équipées du matériel de
protection individuelle (blouse, sur blouse, gants et bavettes), les 3 lapins ont été
abattus le 28/ 05/2022 a (11h13; 11h54 ; 12h35) respectivement. Immédiatement
apres le deces nous avons pesé les lapins (Tab :2), puis une dissection a éte effectuée
(fig.2), pres d’une flamme de 2 bec Bunsen. Apres 10 minutes nous avons effectué le

premier prélevement par écouvillonnage au niveau du caecum, puis du rein et enfin du
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foie (fig.3). Les écouvillons ont été conservés dans 1’eau physiologique afin
d’ensemencer dans des milieux de culture sélectifs.

Des fragments du caecum, rein et foie ont été conservé dans des tubes secs stériles pour
les broyer dans le but de dénombrer la charge bactérienne. Le méme processus a été
répété apres 1 heure et 5 heures du déces pour détecter la succession des communautés
bactériennes et la translocation vers les organes extra-caecaux. Une fois effectuée les
échantillons ont été étiquetés en mentionnant la date, ’heure et le type d’organe, puis
placés dans une glaciére & 4C° pour inhiber la prolifération bactérienne, et les
transporter vers le laboratoire de bactériologie alimentaire et controle de qualité de

Skikda pour une analyse plus approfondie.

Tab 2 : Poids des lapins

lapin poids (Kg)
Lapin 1 1,88 Kg
Lapin 2 1,90 Kg
Lapin 3 1,62 Kg

&LapinS
H \

fig.2 : la dissection des trois lapins. (Photo originale)
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a/ Ecouvillonnage a partir du b/ Ecouvillonnage & partir du ¢/ Ecouvillonnage a partir du foie

caecum rein

fig.3 : Prélévement par écouvillonnage a partir des trois organes. (Photo originale)

Fragment —

d’organe

fig.4 : Prélevement de biopsie. (Photo originale)
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B/ Protocol d’identification :
La procédure d’identification a été conduite selon les 6 étapes suivantes :

1) Isolement :
Les échantillons prélevés au niveau des différents organes a 1’aide des écouvillons au
différents intervalle de temps ont été ensemencés dans des boites de pétri contenant
des milieux de culture sélectifs (VRBG pour la recherche de Escherichia coli, GN
pour la recherche des Entérocoque, gélose au sang pour la recherche des Streptocoque
du groupe "D" (fig.5), puis incubé dans I’étuve a (37 — 45 c° pendant 24 h pour la
croissance d’E coli, a 37 c® pendant 48 h pour la croissance des Entérocoques et a

37 — 45 ¢° pendant 1 a 3 jours pour la croissance des Streptocoques du group "D").

a/ Ensemencement sur VRBG b/ Ensemencement sur gelose c¢/ Ensemencement sur GN

au sang

fig.5 : Ensemencement dans les milieux sélectifs. (Photo originale)

2) Examen macroscopique des cultures :

Afin d’¢étudier les souches bactériennes présent dans les organes internes, les
diagnostics reposent sur la description macroscopique des colonies bien isolé qui nous
a permet de connaitre la bactérie ou le genre bactérien selon : la forme, le relief, le
contour, la taille, la couleur, ’opacité, I’odeur ...etc.

3) Examen microscopique des colonies :

e Coloration de gram :
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Les colorations ont été effectuées selon la méthode classique de Gram. Des frottis de
colonies de (E coli, Streptocoque, Entérocoque) obtenue a chaque intervalle ont été
préparés (des colonies prélevé a partir des cultures ont été étalée sur la lame avec une
goutte de 1’eau physiologique). Apres fixation du frottis par séchage, le protocol de
coloration de gram est continué. Les échantillons sont observés sous microscope

optique.

4) Test biochimique :
L’identification est aussi basée sur I’étude des caractéres enzymatiques suivants :
a/ Test de catalase :
Technique :
- déposer sur une lame une goutte d’eau oxygénée (peroxyde d’oxygene H20») a I’aide
d’une pipette pasteur
- prélever une colonie a 1’aide d’une pipette pasteur.

- dissocier la colonie dans la goutte de H.Oo, et veérifier la réaction.

Colonie de

d’Entérocoque |

Streptocoque

fig.6 : Test de catalase. (Photo originale)

19



Chapitre 11 : Matériel et méthodes

b/ Test d’oxydase :
Technique :

- déposer le disque d’oxydase doucement sur la colonie pendant quelques secondes.

- prélever le disque et vérifier le résultat.

a/ dépdt de disque d’oxydase sur b/ dépot de disque d’oxydase sur ¢/ dépdt de disque d’oxydase

une colonie d’E coli une colonie de Streptocoque sur une colonie d’Entérocoque

fig.7 : Test d’oxydase (Photo originale).

¢/ Test de mannitol- mobilité :

Consiste a étudier simultanément la dégradation du mannitol qui entraine le virage de
couleur du milieu vers le jaune, et la mobilité de chaque bactérie :

Technique :

- Ensemencer la culture dans des tubes de mannitol par piqire centrale a 1’aide
d’une pipette pasteur fermée chargé de la suspension bactérienne .

- Incuber a 37 C° pendant 24h.
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fig.8 : Ensemencement de milieu mannitol par les trois souches E coli, Entérocoque,
Streptocoque. (Photo originale).

d/ Type respiratoire :
Pour déterminer la capacité de bactéries de se développer en aérobiose ou en

anaérobiose ou les deux a la fois.

- Préparer la suspension bactérienne a étudier (E coli, Streptocoque, Entérocoque).

- Préparer les tubes a essai contenant le milieu viande foie

- Déposer a la surface du tube maintenu a 45C° la suspension bactérienne puis
mélanger.

- Refroidir les tubes sous 1’cau de robinet.

- Incuber a 37 C° pendant 24h.

fig.9 : Ensemencement sur milieu viande foie (Photo originale).
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5) CHROMagar ( test confirmatif pour I’identification) :
Afin d’obtenir des colonies isolées présentant des couleurs et des morphologies types
pour I’identification directe de E coli, streptocoques et Entérocoques.
Le virage de couleur manifeste comme suit :
E coli : couleur Rose foncé a rougeatre.
Enterococcus : couleur Bleu turquoise.
Streptococcus : couleur bleu.
Technique :
- A I’aide d’une anse, prélever une colonie d’E coli (a partir du milieu VRBG), une
colonie de streptocoque (a partir du milieu gélose au sang), et une colonie
d’Entérocoque (a partir du milieu GN).
- Ensemencer chaque colonie sur le CHROMagar avec des stries du bord de la boite
vers le centre.
- Incuber a (35 — 37 C°) pendant (20- 24h).
6) Dénombrement :

Pour évaluer la charge bactérienne contenue dans chaque organe au moment du déces
et au cours de la décomposition, nous avons réalisé un dénombrement sur milieu solide
(en surface) suivant cette technique :

a) broyage mécanique :
- peser 1g de chaque organe prélevé (rein, foie, caecum) dans les trois différents
intervalles (10 min,1 h, 5h).
- broyer a 1’aide d’un mortier

b) Préparation de la suspension mere :
- dans un bécher, introduire 9ml de I’eau physiologique a ’aide d’une pipette puis
ajouter le broyat et bien agiter environ 10s pour homogénéiser la suspension.

c) Réalisation de la série de dilution :

Cette série nécessite une gamme de dilution jusqu’a 107, chaque dilution nécessite un
tube contenant 9 ml de diluant (eau physiologique) avec 1 ml prélevé de la suspension
meére dont la dilution est 107, et & partir de la dilution précédente en préléve 1ml de la

solution dans 9ml de I’eau physiologique pour 1’obtention de la dilution 107 le méme
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principe est suivi jusqu'a I’obtention de la dilution 10, Cette derniére est utilisée pour

I’ensemencement sur le milieu GN afin de réaliser la numération.

d) Numération :

Afin de dénombrer les bactéries présentent dans I’inoculum, nous avons réalise la

technique d’ensemencement en surface selon les étapes :
- Couler la gélose nutritive dans 27 boites de pétri.

- Homogénéiser la dilution 10° et prélever un volume de 0,1 ml a I’aide d’une pipette

pasteur puis le déposer au centre de la surface de la gélose.
- Etaler a I’aide d’une pipette rateau.

- Incuber a I’étuve a 30 c° pendant 24h.

¢

Le comptage des UFC a été réalisé selon laloi : N = ———
v(ny+0.1ny)d

notant que:

>c : la somme de toutes les colonies comptées sur toutes les boites
Vv : le volume d’inoculum étalé dans chaque boites

n1: nombre de boites retenues a la premiere dilution
n2 : nombre de boites retenues a la deuxieme dilution

d : facteur de dilution

.T
.
_

e 8
F i¥
s ’ 48
a — e

fig.10 : Reéalisation de série de dilution. (Photo originale)
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Chapitre 111 : Résultats et discussion

I. Reésultats :

Dans ce chapitre nous allons examiner aux résultats obtenus au cours de notre étude :

1.1. Examen macroscopique :

Apres ensemencement des écouvillons préleve des 3 lapins dans les 3 milieux de
culture (GN, VRBG, Gélose au sang), et incubation a 37c°, nous avons observé les

résultats suivants :

+ Lapinl:
» Aprés 10 min du déces :

e Au niveau du Caecum :

Sur milieu VRBG : Aspect de colonie moyenne de (3 a 5 mm) arrondie, de couleur

rose avec halo rouge, indique la présence d’E coli au niveau du caecum (Fig.11a)

Sur milieu Columbia au sang : croissance de colonies grises arrondie de petite taille
comprise entre 1 et 2 mm, présentant la présence des Streptocoque du group D (9.

Hémolytique). (Fig.11b)

Sur milieu GN : croissance de colonies arrondies de petite taille et d’autre de taille
moyenne avec couleur blanche, indiquant la présence des Entérocoques (Fig.11c). Le
test d’esculine a représenté un virage de couleur du jaune vers le noir tout au long du
tube de gélose BEA suite a I’hydrolyse de I’esculine en glucose et esculéitine, cela

confirme la croissance des entérocoques (Fig.12).
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hL.
a/ Aspect de colonie de b/ Aspect des colonies des c/ Aspect de colonie des

E.coli sur milieu VRBG. streptocoques sur milieu columbia.  entérocoques sur milieu GN.

fig.11 : Résultats macroscopique des souches présentes dans le caecum aprés 10 min du déces apres
incubation. (Photo originale)

fig.12 : Noircissement de gélose BEA ensemencés a partir des entérocoques isolés des trois organes
. (Photo originale)

e Au niveau du Rein :

Sur milieu VRBG : aucune croissance n’a été observé sur la boite, ce signifie que

I’organe est stérile et qu’il n’ya aucun passage de E coli aprés 10 min du déces
(fig.13a).

Sur milieu Columbia au sang : croissance minimal et aspect de petite colonie
grise (0. Hémolytique), indiquant la présence de streptocoque group D, et qu’il ya
une migration de ce genre du caecum vers le rein aprés 10 min du décés. Nous
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avons constaté que les Streptocoques sont les premiers qui migrent du caecum
(fig.13b).

Sur milieu GN : aucune colonie n’a été poussée dans la boite, cela signifie que la

translocation n’a pas eu lieu (fig.13c).

a/ aucune croissance de b/ croissance minimal des €/ aucune croissance des
E coli sur le milieu Streptocoques 8. hémolytique sur ~ ENtérocoques sur milieu GN.

VRBG. milieu gélose au sang.

fig.13 : Résultats macroscopique des souches présentes dans le rein apres 10 min du déces apres
I’incubation. (Photo originale)

e Au niveau du Foie :

Aucun aspect de culture sur les boites ensemencées contenant les milieux (VRBG,
Columbia, GN). Cela signifie qu’il n’ya aucun passage bactérien vers le foie aprés 10

min du décés (fig.14).
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a/Aucune colonie de E.coli sur b/ aucune colonie d’entérocoques ¢ / Aucune colonie sur milieu GN

milieu VRBG sur milieu gélose au sang

fig.14 : Aspects des boites ensemenceés a partir du foie apres 10 min du déces .(photo originale )

» Apreés 1 heure du déces :
e Au niveau Caecum :
Les mémes résultats apres 10 min du déces ont été observés aprés 1h au niveau
du caecum (fig.15).

al aspect de Ecoli sur b/ aspect des streptocoques sur ~ C/ aspectdes
VRBG gélose au sang entérocoques sur GN

fig.15 : Aspect de boites ensemencées a partir du caecum apres 1h du déces. (Photo originale)
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e Auniveau du Rein :
Sur milieu VRBG : croissance moyenne des colonies rose avec halo rouge arrondie
et de taille moyenne, indique la translocation d’E coli du caecum vers le rein apres 1h

du décés ainsi que c’est la deuxiéme espéce qui migre apres le déces (fig.16a).

Sur milieu Columbia : croissance forte des colonies grise (6. Hémolytique) indique

la présence et translocation des Streptocoques (fig.16b).

Sur milieu GN : croissance moyenne des colonies blanche au niveau de la boite de
pétri, et aprés confirmation par le test d’esculine sur gélose BEA, le virage de couleur
du tube vers le noir indique la présence des Entérocoques et la translocation vers le

rein apréslh du déces (fig.16c).

i

a/ Croissance moyenne de E.coli b/ Croissance  forte  des
sur milieu VRBG Streptocoques sur milieu gélose

c/ croissance moyennes des

Entérocoques sur GN
au sang

fig.16 : Aspect de boites ensemencées a partir du rein apres 1h du déces. (Photo originale)

e Au niveau du Foie :

Sur milieu VRBG : croissance moyenne des colonies de E coli, cela signifie une
faible colonisation du foie apres 1h du décés (fig.17a).

Sur milieu Columbia : croissance moyenne des colonies grise (6. Hémolytique) sur
la boite de pétri indiquant une présence avec faible colonisation par les Streptocoques
(fig.17b).

29




Chapitre 111 : Résultats et discussion

Sur milieu GN : croissance moyenne des colonies blanches, et le test de 1’esculine a

confirmé la présence et la translocation des Entérocoques, avec faible colonisation

apreés 1h du déces (fig.17c).

fig.17 : Aspect macroscopique des colonies de (E coli, Entérocoque, Streptocoque) présent dans le
foie aprés 1h du déces. (Photo originale)

» Apreés 5h du déces :
Nous avons observeé une croissance maximale dans tous les milieux de culture
ensemencés a partir du caecum vers les reins et le foie. La colonisation dans ces deux

derniers est forte par rapport a la premiére heure qui suit la mort (fig.18, 19, 20).

fig.18 : Aspect macroscopique des colonies de (E coli, Entérocoque, Streptocoque) préesent dans le
caecum aprés 5h du déces. (Photo originale)
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fig.20 : Aspect macroscopique des colonies de (E coli, Entérocoque, Streptocoque) présent dans le
rein apres 5h du déces. (Photo originale)

fig.19 : Aspect macroscopique des colonies de (E coli, Entérocoque, Streptocoque) présent dans le
foie aprés 5h du déces. (Photo originale)

%+ Lapin2et3:

Les mémes résultats apparus apres 1’ incubation pour le premier lapin sont observés
avec le deuxieme et le troisieme lapin.

L’ensemble des résultats macroscopique sont mentionné dans le tableau (Tab 3) :
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Le tableau 4 résume les résultats de cultures observés apres incubation notant que ces

résultats sont les mémes pour les 3 lapins.

Tab 4 : Résultats de la culture des souches bactériennes aux différents intervalles
étudiés.

Espece
Organe Temps ) )
E.coli streptocoque Entérocoque

£ 10 min ++ ++ ++
§ 1h +++ +++ +++
O 5h +++ +++ +++
= 10 min - + -
¥ 1h + + +

5h ++ ++ ++
® 10 min - - -
L 1h + + +

5h ++ ++ ++

(Absence de colonie - ; présence de colonie +, ++ moyenne colonisation, +++ forte
colonisation)

+ Teste d’orientation :
Tous les résultats obtenus des tests sont les méme pour les trois lapins

1.2. Examen microscopique :
e Coloration de gram :
A partir de chagque colonie prélevé des 3 milieux de culture, nous avons réalisé la
coloration de gram sur toutes les boites ensemenceé, cet examen nous a permis
d’observer les différents aspects microscopiques de (E coli, Streptocoque et
Entérocoque) et de confirmer leur présence dans chaque organe apreés la mort .
A T’issue de cette coloration, nous avons observé sous le microscope (X100) les

résultats suivants (Tab5) :
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Tab 5: Résultats microscopique obtenue apreés coloration de gram

Souche morphologie Mode de GRAM
regroupement
E.coli Colibacille Batonnets isolés ()
Couleur rose
: . (+)
Streptocoque Cocci Longue chainette Couleur violet
, . . A +
Entérocoque Cocci Petite chainette (+)

Couleur violet

Bacille
Gram

négatif.

fig.21 : Aspect microscopique (coloration de gram) de colonie
d’E coli .G X100. (Photo originale)

- Des colibacilles a gram négatif ressemblent a la souche d’E coli.
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Cocci en
chainettes a
gram

positif.

fig.22 : Aspect microscopique (coloration de gram) de colonie
de streptocoque. G.X100. (Photo originale)

- Aspect des Cocci a gram positif regroupé en langue chainette ressemble au

Streptococcus sp.

Cocci  en
courtes
chaine a
gram
positif.

fig.23 : Aspect microscopique (coloration de gram) de colonie
des Entérocoque. G X100. (Photo originale)

- Aspect de Cocci a gram positif regroupé en petite chainette ressemble

souche des Entérocoques.
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1.3. Tests enzymatique :
» Test de catalase :

C'est une enzyme décomposant l'eau oxygénée en eau et en oxygene gazeux. Le
dégagement de bulles gazeuses signe la présence de I'enzyme par contre 1’absence des

bulles de gaz indique I’absence de I’enzyme.

Les résultats obtenus a partir des échantillons des trois lapins sont présentés comme

suit :

A partir du milieu VRBG : aprés avoir effectué le test nous avons observé
I’apparition des bulles gazeuses, indiquant que le catalase a métabolisé le peroxyde

d’oxygene en H0 et Oz ce qui montre que E.coli est catalase + (fig.24).

A partir du milieu gélose au sang : absence de bulles gazeuses donc absence
d’enzyme responsable de la dégradation du peroxyde d’oxygéne et cela indique que

les streptocoques n’ont pas de catalase (catalase —) (fig.25).

A partir du milieu GN : absence de bulles gazeuses donc absence d’enzyme
responsable de la dégradation du peroxyde d’oxygéne et cela montre que les

Entérocoques sont de catalase (-) (fig.26).

fig.24 : Résultats du test catalase sur E coli (catalase +). (Photo
originale)
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fig.25 : Résultats du test catalase sur entérocoque (catalase -).
(Photo originale)

fig.26 : Résultats du test catalase sur streptocoque (catalase -).
(Photo originale)

» Test d’oxydase :

Le test d'oxydase est utilisé pour identifier les bactéries qui produisent le cytochrome
c oxydase, qui est une enzyme de la chaine de transport d'electrons
bactériens. Lorsqu'elle est présente, 1% a cytochrome ¢ oxydase oxyde le réactif
(dichlorhydrate de tétraméthyl-p-phénylénediamine) en indophénols, un produit final
de couleur bleu foncé. Lorsque I'enzyme n'est pas présente, le réactif reste réduit et

incolore.

Les résultats obtenus sont présentés comme suit :
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A partir du milieu VRBG : pas de virage de couleur du disque placé au-dessus de la

colonie donc absence d’enzyme et cela indique qu’E coli est oxydase (-) Fig.27.

A partir du milieu gélose au sang : disque d’oxydase incolore, indique que les
Streptocoques sont (oxydase —) (fig.28).

A partir du milieu GN : absence de couleur bleue foncé sur le disque donc cela
indique que les entérocoques sont (oxydase —) (fig.29).

fig.27 : Résultat du test d’oxydase sur une colonie de E coli
(oxydase -). (Photo originale)

fig.28 : Résultat du test d’oxydase sur Streptocoque
(oxydase-). (Photo originale)
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fig.29 : Résultat du test d’oxydase sur Entérocoque (oxydase -)
(Photo originale).

» Test mannitol-mobilité :

Les résultats du test présentent la capacité des bactéries (E.coli, Streptocoques,
Entérocoques) de fermenter le mannitol ainsi que leurs mobilités.

e A partir du milieu VRBG : virage du couleur de tube du rouge vers le jaune
a cause de I’acidification du milieu donc E coli est capable de fermenter le
mannitol et est noté Mannitol (+). La croissance dans tout le tube cela indique
que la bactérie est mobile. (fig.30).

e A partir du milieu gélose au sang : pas de virage du couleur du tube donc
absence d’acidification du milieu cela montre que les streptocoques n’ont pas

la capacité de fermenter le mannitol et sont notés Mannitol (-).

Croissance juste dans la colonne de I’ensemencement cela montre que la

bactérie est immobile (fig.30).

e A partir du milieu GN : absence du virage de couleur dans le tube alors pas
d’acidification du milieu donc les entérocoques sont incapables de fermenter

le mannitol et sont notés Mannitol (-).

Culture uniquement au niveau de la pigdre centrale cela montre que la bactérie est
immobile (fig.30).
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fig.30 : Résultat du test mannitol mobilité (Photo originale).

» Type respiratoire :

L’étude du type respiratoire d’un micro-organisme permet de définir ses rapports avec

I’oxygene.

Le type respiratoire peut donc étre observeé a travers le tube incubé qui aurait permis la
croissance des bactéries a différents endroits du tube. Les résultats obtenus sont
présentés dans la (fig.31).

e A partir du milieu VRBG : croissance avec production de gaz tout au long
du tube cela indique que E.coli est aéro-anaérobie facultatif.

e A partir du milieu gélose au sang : croissance avec production de gaz tout
au long du tube donc les streptocoques sont aéro-anaérobie facultatif.
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e A partir du milieu GN :croissance avec production de gaz tout au long du

tube cela montre que les Entérocoques sont aéro-anaérobie facultatif.

fig.31 : Résultat du test de type respiratoire (Photo originale).

Ensemble des résultats précédents sont représentés dans le tableau suivant :

Remarque: AA= aéro-anaérobie, M= mobile, IM= immobile
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Tab 6 : Résultats des tests enzymatique des trois bacteéries.

Catalase Oxydase | Mannitol | Mobilité Type

respiratoire
E.coli - - + M AA
streptocoque - - - IM AA
entérocoque - - - IM AA

I.4.CHROMagar (Test confirmatif pour I’identification) :

Aprés 24h d’incubation a 37° C, nous avons observé des colonies avec des aspects et

couleurs différents (rose foncé, bleu, Bleu turquoise) (fig.32).

A partir des résultats (Tab 7), nous avons identifié et différencier rapidement E coli

(colonies Rose foncé), Streptocoque (colonies bleues) et les Entérocoques (colonies

bleu turquoise a bleu-vert).
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Tab 7 : Identification des espéces bactériennes basée sur la couleur des colonies

Esp bactériennes Aspect sur CHROMagar

E. coli Colonies de taille moyenne a grande,
rose foncé a roses.

Entérocoque Petites colonies bleu turquoise a bleu-
vert.

Streptocoque Colonies de taille moyenne a grande,
bleu.

Colonie

d’Entérocoque

Colonie d’E coli .
Colonie de Streptocoque

fig.32 : Aspect macroscopique sur CHROMagar (Photo originale).

1.5.Dénombrement :

Les resultats des tableaux (Tab 8, 9,10), présentent une augmentation de la charge
bactérienne dans les trois organes (caecum, rein, foie) des trois lapins au cours du
temps. la valeur quantitative bactérienne varie avec le temps dans les trois organes
suite une migration a partir du caecum.
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Dans le caecum nous avons remarqué une charge bactérienne élevée par rapport aux
autres organes. Cela montre que le caecum est I’habitat naturel de ces bactéries. En
revanche les reins dans lesquels la charge bactérienne est nulle lors la mort,
commence a augmenter apres la mort suite a une migration bactérienne avec une
charge importante par rapport au foie, en raison de son localisation proches au

caecum.

Tab 8 : Résultat la charge bactérienne du 1° lapin en UFC

Intervalle | T1=10min T2=1h T3=5h
Organes
Caecum 431x10° 559x10° (non dénombrable)
Rein 137x10° 422x10° (non dénombrable)
Foie 50x10° 290x10° (non dénombrable)

Tab 9 : résultat la charge bactérienne du 2°™ lapin en UFC

Intervalle | T1=10min T2=1h T3=5h
Organes
caecum 423x10° 273x10° (non dénombrable)
Rein 133x10° 486x10° (non dénombrable)
foie 63x10° 322x10° (non dénombrable)

Tab 10 : résultat la charge bactérienne du 3™ lapin en UFC

Intervalle | T1=10min T2=1h T3=5h
Organes
caecum 303x10° 499x10° (non dénombrable)
Rein 72x10° 396x10° (non dénombrable)
foie 48x10° 276x10° (non dénombrable)
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fig.33 : résultat du dénombrement sous compteur de colonies. (Photo originale)
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Il. Discussion :

L’utilisation de la microbiologie et les données bactériennes dans le contexte des
enquétes médico-légales est tres prometteuse dans le domaine de la médecine légale.
Les bactéries identifiées dans notre étude sont (E coli, entérocoque, Streptocoque),
ces sont des aéro-anaerobie facultatif appartenant a la flore caecal ante-mortem du

lapin, impliquée dans la décomposition cadavérique.

D’aprés nos résultats de culture, le caecum était dominé par les Entérocoques,
streptocoque, E coli et montrent une augmentation marqué de la charge au cours des
cing heures suivant le décés. Au fur et a mesure que la décomposition progresse la
translocation des Entérocoque et E coli s’effectue et la charge augmente. Selon
Hopkins et al(2000) la colonisation bactérienne d'un cadavre commence généralement
par l'intestin, qui abrite naturellement un grand nombre de coliformes, de bacilles et

de micro-cocci, ceci explique la charge bactérienne élevée au niveau caecal.

La culture a démontré aussi que le foie est le dernier organe a ce colonisé, il est
considéré comme stérile, sa contamination a eu lieu aprés lheure du déces avec un
faible taux de colonisation. ce qui a été confirmé dans les recherches du Dr Gérard
(2020) qui montre que la migration du tractus gastro-intestinal vers le reste des
organes internes suit un ordre spécifique. Elle commence plus tét dans les organes les

plus proches du tractus gastro-intestinal et se termine dans les organes plus éloignés.

Actuellement, la médecine légale universelle utilise 1’approche moléculaire pour
déterminer I’IPM et suivre la translocation bactérienne. Plusieurs chercheurs ont
adoptés cette approche pour étudier le microbiote de décomposition sur différents
model tels que les souris et les porcs, selon Leclerc et al (2001) les anaérobie
facultatif de la famille des Enterobacteriaceae tels que Serratia, Escherichia,
Klebsiella, et Proteus qui sont largement reconnus comme des pathogenes
opportunistes et sont associés aux matieres fécale animal deviennent abondant apreés le

déces et participe a la décomposition.

D’autres études basées sur le méme principe étudient le thanatomicrobiome humain,
ont montré que 21 genres de different bactéries migrent vers différent organes, les
résultats les plus courant était (Staphylococcus sp, Streptococcus sp, suivis de

claustridum, entérocoque et E coli). (Sari, et al., 2012).
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Comme discuté préecédemment, le microbiome intestinal envahit les organes internes
suivant un ordre particulier mais les microbes qui migrent ne sont pas toujours les
mémes, car lors de la décomposition les communautés microbiennes se déplacent
pour s'adapter aux changements environnementaux de chaque étape Helena et Gérard
(2020).

Notre étude a montré que le foie est le dernier organe envahie par les bactéries
intestinales au fil du temps. Donc il est considéré comme 1’organe optimal pour
étudier le thanatomicrobiome et donc prédire le PMI comme il est mentionné par
Helena et Gérard (2020).
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conclusion

Le stage de fin d’études que nous avons effectué au niveau du laboratoire de
bactériologie alimentaire et contr6le de qualité de la wilaya de Skikda, nous a permis de
comprendre et mettre en évidence I’efficacité de la microbiologie dans le domaine de la
médecine légale post-mortem. En effet les bactéries ont un réle important, méme apres la
mort, dans la détermination de la cause et la datation des cadavres (intervalle post-

mortem) ; ce qui facilite la procédure des enquétes.

Dans le cadre de notre stage de fin d’études, nous aurions voulu réaliser les expériences
nécessaires avec les techniques de la biologie moléculaire. Toutefois nous n’avons pas
pu réunir les conditions nécessaires pour concrétiser notre veeux, et ce, en raison de

plusieurs facteurs (manque de matériel et autres obstacles).

Néanmoins, et en dépit de circonstances particulieres défavorables, nous avons pu réaliser
nos expériences selon la méthode traditionnelle de culture bactérienne qui nécessite plus
de temps et plus d’efforts par apport a la méthode de la biologie moléculaire et nous
avons réussi a obtenir les résultats escomptés a partir desquels nous pouvons confirmer

que les techniques de culture bactérienne post-mortem sont aussi efficaces.

La rédaction de ce Mémoire de fin d’études a été une expérience extrémement
enrichissante pour nous a différents titres. Tout d’abord parce qu’il s’agit d’un travail de
conception et expérimental et que cela nous a permis de nous lancer dans la recherche et
la réflexion sur le sujet traité qui est directement en relation avec notre future carriere

professionnelle.

Ensuite, parce que cela nous a permis de découvrir la réalité d’une expérience pratique et
d’acquérir un sens critique et un esprit de synthése qui, nous en sommes persuadées,

nous seront trés utiles dans notre vie.

Autant de points positifs que nous devons a la formation que nous avons suivie au sein
de I"université de Skikda dont nous tenons a souligner ici méme la qualité et 1’originalité

de I’enseignement.

Cependant, quels qu’aient pu étre nos efforts, pour circonscrire la question des effets de

I’intervalle post-mortem prolonge sur les communautés bactériennes dans certains
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organes du cadavre de lapin. Ce travail ne saurait épuiser ce domaine autant vaste et

passionnant qu’inépuisable.

Notre souhait est d’apporter, a travers cette recherche, une modeste contribution dans le
domaine de la médecine légale post-mortem, tout en souhaitant susciter les intéréts des

membres du Jury, mais aussi aupres des institutions concernées.
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Effet de I’intervalle post-mortem prolongé sur les communautés bactériennes dans

certains organes du cadavre de lapin
Résumé

La microbiologie post-mortem (PMM) est un outil important en médecine légale,
aidant a déterminer D’intervalle post mortem (IPM), la cause et le mode de
(déces accidentel, suicide, homicide et indéterminé). La PMM aide également a
identifier les bactéries qui participent au phénomene de la décomposition.

Pour explorer le microbiome de la décomposition : trois cadavres des lapins ont été
échantillonné a trois intervalle, du temps 10 min, 1h, 5h) & partir de divers organes
(caecum, rein, foie), les échantillons ont été analysé par la méthode de culture
bactérienne sur des milieux de culture spécifiques pour la recherche des

(streptocoques, Entérocoque et Escherichia coli).

Nos données montrent qu’il y a une translocation bactérienne du caecum vers les
autres organes extra-intestinaux au fils du temps avec augmentation de la charge

bactérienne qui intervienne a la putréfaction du cadavre.

Les résultats obtenue peuvent étre considérer comme base de donnés additifs et

s’ajoutent a I’ensemble des recherche émergentes.
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