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AM:

La liste des abréviations

ampicilline

AMC: amoxicilline + acide

ATM: aztréonam

C:

Ci1G:

C2G:

C3G:

CAZ:

CF:

CRO:

CS:

CTX:

ENR:

FT:
GM:
N:
NA:
OX:
P:
SXT:

TE :

chloramphénicol

céphalosporine de premicre génération
céphalosporine de deuxieme génération
cephalosporine de troisiéme generation
ceftazidime

céphalotine

ceftriaxone

colistine

cefotaxime

erythromycine

enrofloxacine

nitrofurantoine

gentamycine

néomycine

acide nalidixique

oxacilline

pénicilline
trimethoprime/sulfamethoxazole

tétracycline

UB : flumequine

VA : vancomycine

XNL

: céftiofur



BLSE : B-lactamases a spectre élargi

CARB : carbénicillinase

CTX-M: céfotaximase-Munich

DBK: Draa Ben Khedda

EDTA : acide éthyléne-diamine-tétracétrique
INMY : Institute National de Médecine Vétérinaire
IPA : Institute Pasteur d’ Algérie

LVR : laboratoire vétérinaire régional

ONPG : ortho-nitrophényle-B-D-galactopyranoside
OMS : Organisation Mondiale de la Santé

OXA : oxacillinase

R : rugueux

S: lisse

SHYV: sulthydryl-variable

TEM: temoneira
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Résumé :

L’objectif de ce travail est 1’étude de la caractérisation de la résistance de souches

d’Escherichia Coli isolée a partir du poulet de chair des B-lactamines, et la recherche des
BLSE.

Cette étude nous a permis d’instauré un protocole globale sur les démarches & suivre lors
d’un traitement avec les antibiotiques selon les cas constaté et les exigences de la situation

afin de mieux choisir I’antibiotique efficace et éviter les résistances consécutives .

Mots clés : antibiotiques, Antibioresistance, BLSE, E. coli



Abstract:

The purpose of this review is to the study caracterisation of stand Escherichia Coli isolate

from chicken broiner of B-lactamines, and recherch the BLSE.

This study has established us a comprehensive Protocol on what to do when trated with
antibiotics is according to the recorded cases and they require; pents of the situation to better

choose effective and ovoid antibiotic resistance poultry farming.
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Introduction
Introduction :

L’intensification de la production en élevage avicoles a augmenté considérablement le risque
d’apparition de pathologies divers ;maladies virales et bactériennes en particulier.la
conséquence de telle situation est, le besoin de plus en plus croissant aux méthodes de
prévention, ainsi qu’aux moyens de traitement .la thérapeutique antibiotique ou,

antibiothérapie constitue un des moyens les plus souvent mis en ceuvre .

Malgré que I’émergence de 1’ Antibioresistance, chez les bactéries d’origine animale, constitue
un danger pour la santé humaine. Le nombre de travaux réalisés sur 1’ Antibioresistance des

bactéries d’origine animale est beaucoup plus faible par rapport au nombre de travaux réalisés

Sur les bactéries d’origine humaine.

Chez les entérobactéries les B-lactamases constituent le principal mécanisme de résistance vis-
a-vis des B-lactamines. Les espéces de cette famille sont, en effet, des bactéries a gram négatif
ayant un caractere ubiquitaire. Elles se caractérisent également, par leur grande capacité a
acqueérir une résistance vis-a-vis des différentes familles d’antibiotique, ainsi que leur capacité

a résister aux céphalosporines de troisiéme génération (C3G) par la production des P-

lactamases & spectre élargie (BLSE).

Notre travail comporte une partie, correspond 4 une syntheése bibliographique dans laquelle

sont abordés des généralités sur les antibiotiques et leur usage en élevage de rentes, les

conséquences de cet usage.

L’objectif de mon étude est la caractérisation de la résistance de souches d’entérobactéries

chez le poulet de chaire et la recherche des BLSE.






Chapitre 1 Svynthése bibliographique

Chapitre I : Généralités sur les entérobactéries

La création de la famille des enterobacteriaceae a été proposée par RAHN en 1937
(JOLY et REYNAUD, 2003 ; EUZEBY, 2005). Méme si le nom de famille est toujours
maintenu, le classement des bactéries au nivaux de cette famille a beaucoup évolu€. Les
espéces bactériennes appartenant aux entérobactéries ont une forte similitude (JOLY et
REYNAND, 2003). Elles sont non sporulées, chimio-organotrophes et elles ont a la fois un
métabolisme respiratoire et fermentatif (EUZEBY ,2005).

1-Habitat

Les entérobactéries sont souvent retrouvées dans le tube digestif de I’homme et celui de

I’animal, le sole, I’eau et sur les plantes (EUZEBY, 2005 ; FRENEY et CROZE, 2007).

2-Caractéres culturaux

Les espéces de cette famille se développent facilement sur les milieux ordinaires. Le

temps moyen de division de ces bactéries, est compris entre 20et 40 mn. On distingue trois

types de colonies :

> S (lisse), colonies bombé, rondes, bordes net, surface lisse et brillante ;

> R (rugueux), colonies séches, plates et contour irrégulier. Ce type de colonies
correspond a des bactéries vieilles ou anormales ;

» M (muqueux), colonies plus grandes que celles habituelles, leur diamétres peut

atteindre 10 mm, elles ont une consistance gélatineuse et une tendance a la

confluence.

3-Caractéres morphologiques

Les bactéries de cette famille sont des bacilles & Gram négatif, de 2 & 3 um de longueur et
de 0,6 um de largeur (JOLY et REYNAND, 2003). La plupart de ces espéces sont mobiles
grace a une ciliature péri triche (EUZEBY, 2005). Cependant, certaines d’entre elles, comme
celles de genre klebsielle, celles du genre Shigella et yersinia pestis, sont immobiles. Les

especes mobiles présentent des flagelles de 15 a 20 pm de longueur et de 20 nm de diamétre.
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4-Caractéres antigéniques

Les germes appartenant a cette famille possédent tous des antigénes de paroi. De plus, la
plupart d’entre eux présentent des antigénes communs. Certains de ces germes possédent

I"antigéne K et ceux qui sont mobiles possédent en plus des antigénes flagellaires.

S-Caracteres biochimique

Les espéces de cette famille sont aérobies-anaérobies facultatives; le plus souvent
fermentent le D-glucose avec production de gaz. Elles réduisent les nitrates en nitrites, &
I’exception de quelques souches d’Erwinia et de Yersinia. Elles sont oxydas-négatives et

catalase-positives, a ’exception de quelques souches de shigella dysenteriae.

> Antibiotiques inhibant la synthése des acides nucléiques (rifamycines, quinolones,
et nitro-imidazoles).

> Antibiotiques actifs sur la synthése des folates (sulfamides /trimethoprime)
(LECLERC et, 1994 ; WEBER, 2007).
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Chapitre II : Généralités sur les antibiotiques

1-Définition des antibiotiques

Les antibiotiques sont des substances d’origine microbienne, synthétique ou semi-
synthétique qui, méme a des trés faibles concentrations, inhibent ou tuent certains micro-
organismes (SINGLETON, 2005).

2-Caractéristiques des antibiotiques

2.1-Toxicité sélective

Les antibiotiques se caractérisent par la toxicité sélective qui leur permet de tuer ou
d’inhiber les germes pathogénes en portant le moins possible préjudice & I’hdte (PRESCOTT
et, 2003). D’aprés PERRY et al. (2004), cette sélectivité est due a des différences dans les

processus physiologique fondamentaux des cellules sensibles et des cellules insensibles.

2.2-Spectre d’activité

Le spectre d’activité est ’ensemble des espéces bactériennes sur les quelles 1’antibiotique
est actif (LECLERC et al. 1994 ; DELARRAS, 2007).

2.3-Activité antibactérienne

Les antibiotique sont soit bactéricides, soit bactériostatiques (TARTORA et al.2003).

> La bactériostase ou effet bactériostatique : est I’effet inhibiteur d’un antibiotique vis-a-

vis des bactéries.

» La bactéricidie ou effet bactéricide : est I’effet Iétal d’un antibiotique vis-a-vis des

bactéries (DELARRAS, 2007).
3-Classification et modes d’action des antibiotiques
Les antibiotiques peuvent étre classés selon leur site d’action en :

> Antibiotique actifs sur la paroi bactérienne  (B-lactamines, fosfomines et
glycopeptides) ;
» Antibiotiques actifs sur les enveloppes membranaires (polymyxines)

> Antibiotiques inhibant la synthése des proteines (aminosides, tétracycline, phénicoles,

macrolides, lincosamides et strptogramines) ;



Chapitre 1T Synthése bibliographique

> Antibiotiques inhibant la synthése des acides nucléiques (rifamycines, quinolones, et
nitro-imidazoles).

> Antibiotiques actifs sur la synthése des folates (sulfamides /trimethoprime)
(LECLERC et, 1994 ; WEBER, 2007).
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Chapitre III : L’ Antibioresistance

1-Définition de I’ Antibioresistance

Une souche bactérienne est dite résistante & un antibiotique donné quand elle est
capable de se développer en présence d’une concentration en cet antibiotique

significativement plus élevée que celle habituellement active sur les souches de cette espece
(LECLERC, 1995).

2-Resistance naturelle

La résistance naturelle ou intrinséque & un antibiotique est essentiellement due 3 la
présence de genes chromosomiques ; elle est donc commune a toutes les bactéries d’une
méme espece. Elle peut étre due a des particularités structurales s’opposant a [’action de
Iantibiotique sur sa cible comme la présence d’une membrane externe chez les bactéries a
Gram négatif les Rendant naturellement résistantes aux antibiotiques de poids moléculaire
élevé comme les glycopeptides. Elle peut étre aussi due a des particularités métaboliques
specifiques : le bacille de la tuberculose par exemple n’est sensible qu’a un nombre restreint
d’antibiotiques en raison de son métabolisme original. La résistance naturelle peut enfin étre
médiée par I’expression constitutive ou induite d’une enzyme d’inactivation ou par la mise en

ceuvre d’un processus d’échappement vis-a-vis de I’antibiotique.( Alpha Amadou DIALLO).

Dans tous les cas, la résistance naturelle fait partie des caractéres normaux de I’espéce ;
elle détermine le niveau de sensibilité « basal » des bactéries et définit le phénotype sauvage

d’une espece. C’est la résistance de classe. Elle est constitutive et touche toute une famille

d’antibiotiques.

3-Resistance acquise

Ce terme est utilisé pour désigner le résultat d’un processus permettant a des bactéries
d’une espece originellement sensible de devenir résistante & un ou plusieurs antibiotiques.
L’acquisition de ces résistances est déterminée par des modifications génétiques consécutives
a des mutations ponctuelles ou & I’acquisition « de novo » de genes de résistance exogénes. La
capacit¢ de multiplication trés rapide des bactéries favorise la sélection d’événements
génétiques favorables et la possibilité d’échange d’information méme entre especes lointaines

leur conférant un trés grand pouvoir d’adaptation aux contraintes du milieu. L’évolution des



Chapitre III Synthése bibliographique

mécanismes de résistance aux antibiotiques, et notamment aux [-lactamines illustre

parfaitement ce phénomene. (Alpha Amadou DIALLO).

2-Les principaux mécanismes de 1’ Antibioresistance

2.1-La réduction de la perméabilité membranaire

La diminution de la perméabilit¢ membranaire chez les bactéries 4 Gram négatif, se fait
par la perte de la disfonctionnement de I’une des protéines constituant les porines, qui laissent

diffuser les antibiotiques de faible masse moléculaire (LAVIGNE, 2007).
2.2- Le rejet de ’antibiotique a l-extérieur de la cellule bactérienne

Certaines bactéries, comme Escherichia coli, ont dans leur membrane plasmidique des

pompes effluentes, qui permettent souvent aux bactéries d’expulser les antibiotiques vers le

milieu extérieur.
2.3-La modification de la cible

La résistance d’une bactérie & un antibiotique donné, peut se faire par la modification de
la cible de cet antibiotique. Ainsi, I"affinité des ribosomes pour le chloramphénicol peut é&tre

réduite par la modification de I’ARNr 23S sur le quel il se fixe.
2.4-1’utilisation d’une voie alternative

La résistance bactérienne a certains antibiotiques, peut se faire par I’utilisation d’une voie

alternative pour éviter la séquence inhibée par ces antibiotiques (PRESCOTT et al., 2003).
2.5-Augmentation de la production du métabolite cible

Certaines bactéries augmentent la vitesse de production du métabolite cible et
contrecarrent ainsi I’inhibition due & I’antibiotique (PRESCOTT et al. 2003 ; SINGLETON,
2005). Par exemple, quelques bactéries augmentent la vitesse de production de I’acide folique

et contrecarrent ainsi I’inhibition due aux sulfamides (PRESCOTT et al. 2003).
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Chapitre IV : La résistance aux p-lactamines par la sécrétion des p-lactamanas

1-Généralité sur les P-lactamines

Les B-lactamases sont des enzymes d’une extréme diversité ; en effet, plus de 300 ont été
caractérisées (PHILIPPON et ARLET, 2006). Ces enzymes hydrolysent les p-lactamines et
conferent de la résistance a plusieurs bactéries pathogenes (SHIZUCO et al. 2000). Elles se
caractérisent par leur activité sur divers substrats (LABIA, 1990) et elles constituent le
mécanisme de résistance naturelle et acquise aux [B-lactamines (PHILIPPON et ARLET,
2006). Ces enzymes sont sécrétées dans le périplasme des bactéries & Gram négatif et dans le
milieu extérieur des bactéries & Gram négatif. Cependant, de rares cas de liaison a la
membrane cytoplasmique ont été signalés. Les mycobactéries ont une forte proportion de

I’enzyme dans la couche d’acides mycolique (CHARLIER et al., 1998).
2-Mécanisme hydrolytiques des B-lactamases

Les [-lactamases inactivent les P-lactamines par hydrolyse du cycle p-lactame
(CHARLIER et al., 1998 ; LABIA, 1999 ; GANGOUE PIEBOJI, 2007). Ce dernier est

commun a toutes les molécules de cette famille (LABIA, 1999).
3-La classification des f-lactamases

Les PB-lactamases sont trés diversifiées. Pour cela, plusieurs classifications ont été

proposées. Cependant, la classification d’Amber et celle de Bush-Jacoby-Medeiros sont les

plus utilisées.
3.1-La classification d’ Amber

En 1980, Amber a proposé une classification moléculaire, impliquant la connaissance de la
structure primaire des P-lactamases (LABIA, 1999). Cette classification renferme quatre
classes qui sont : la classe A, B, C, et D (LABIA, 1999 ; PHILIPPON et ARLET, 2006). Les
enzymes appartenant aux classes A, C et D ont une serine active, alors que celles appartenant

a la classe B, nécessitent les ions Zn++ pour leur activité (PHILIPPON et ARLET, 2006).
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3.1.1-La classe A

Les P-lactamases de la classe A sont des enzymes & médiation chromosomique ou
plasmidique. Elles se caractérisent par leur inhibition par ’acide clavulanique (VIDON et
BOURDIN, 2005), et sont représentées principalement par les pénicillinas qui ont une activité
€levée sur les pénicillines, mais elles sont aussi actives vis-a-vis des céphalosporines de

premiére génération (C1G).
> Les principaux types de B-lactamases constituant la classe A

L’enzyme de référence est la pénicillinas de staphylococcus aureus. Grace a I’homogénéité
des enzymes de la classe A, les résultats obtenus sur I’enzyme de référence sont souvent

extrapolables aux autres enzymes de cette classe (LABIA, 1999).

* Les B-lactamases de type TEM (TEMONEIRA)
Plus de 100 B-lactamases de type TEM ont été décrites (AL-JASSER, 2006). Les
plus rencontrées sont nommées TEM-1 et TEM-2. Ces deux enzymes différents
par un seul acide aminé. En effet, ’enzyme TEM-1 posséde une glutamine en
position 39 ; alors que, I’enzyme TEM-2 posséde une lysine dans la méme
position. Cette substitution d’acide aminé est a 1’origine de la différence du point
iso€lectrique de ces deux enzymes. Il existe également une enzyme nommée TEM-
13;
Cette enzyme a le méme point isoélectrique que celui de TEM-2 dont elle dérive ;
elle possede également des propriétés catalytiques voisines de TEM-1 et de TEM-
2. Diverses autre B-lactamases ont été caractérisées et sont dites TEM-like
enzymes.

* Les p-lactamases de type SHV (SULFHYDRYL VARIABLE)
Ces enzymes se rencontrent souvent chez les especes appartenant au genre
Kiebsiella. 1.’enzyme la plus connue et la plus fréquemment rencontrée est SHV-1.
Cette enzyme présente 68% d’homologie avec les B-lactamases de type TEM.

* Les B-lactamases de type CARB (CARBENICILLINASES)
Les carbénicillinases sont des B-lactamases de type CARB ayant une activité vis-a-
vis de la carbénicilline. Les B-lactamases des types CARB, TEM et SHV possedent
deux cystéines homologues liées par un pont disulfure (LABL, 1999).
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3.1.2-La classe B

Cette classe est composée de métallo-enzymes & médiation chromosomique ou
plasmidique. Elles sont insensibles & I’acide clavulanique (VIDON et BOURDIN,
2005). Ces métallo-enzymes possédent une activité hydrolytique importante sur les
carbapénémes.
3.1.3-La classe C

Elle est constituée de céphalosporinases. Celles-ci, conférent aux bactéries,

une grande résistance vis-a-vis des CIG et une résistance variable vis-a-vis des
céphalosporines de deuxiéme génération (C1G) (LABIA, 1999). Les enzymes de
cette classe sont le plus souvent & médiation chromosomique et sont insensible &
I’acide clavulanique (VINDON et BOURDIN, 2005).
3.1.4-La classe D
Cette classe est représentée par des pénicillinases de type oxacillinase (OXA)
(LABIA, 1999; VINDON et BOURDIN, 2005). Elles ont une activité
hydrolytique importante vis-a-vis de 1’oxacilline et de ses dérivés (LABIA, 1999).
3.2-La classification de Bush-Jacoby-Medeiros

La classification de Bush-Jacoby-Medeiros est basée sur le profil de substrat et
le profil d’inhibition.
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4-Généralités sur les BLSE

Les PB-lactamases a spectre élargie ou étendu désignent des enzymes « B-
lactamine » produites par les entérobactéries, Pseudomonas aeruginosa et
acinetobacter spp entrainant la diminution de I’activité des C3G et des monobactam,
mais n’ont aucune activité vis-a-vis des céphamycines et des carbapénémes
(AMMARI et al., 2008 ; ABOUN et al., 2008). Ces enzymes dérivent par mutation des
B-lactamases connues depuis longtemps comme : TEM, SHYV, ...... (LABIA, 1999 ;
DUBOUIX et MARTY, 2004). Elles sont d’origine plasmidique et elles se
caractérisent par la modification de leur site actif; cette modification entraine une

modulation de I’activité de ces B-lactamases (DUBOUX et MARTY, 2004).

11 existe plusieurs types de BLSE. Cependant, celles appartenant aux types TEM,
SHV, CTX-M (CéFOTAXIMASE-MUNICH) et OXA sont les plus importantes et les
plus connues (VINDON et BOURDIN, 2005). A I’exception des BLSE de type OXA
dérivant des B-lactamases de la classe D de la classification d’AMBER, toutes les

autres BLSE dérivent des B-lactamase de la classe A (MAPAR, 2008).

S-Les principaux types de BLSE
S.1-Les BLSE de type TEM

Les BLSE de type TEM dérivent de TEM-1, qui est la B-lactamase la plus
fréquemment rencontrée chez les bacilles & Gram négatif. Ces BLSE sont
généralement retrouvées chez les espéces du genre klebsielle et Escherichia coli.

S.2-Les BLSE de type SHY

Ces enzymes dérivent de SHV-1 qui fait partie des B-lactamases de type SHV. Elles
sont habituellement retrouvées chez les klebsiella sp et Escherichia coli.

3.3-Les BLSE de type CTX-M
Les BLSE de type CTX-M sont, le plus souvent, retrouvées chez les Salmonella
typhimurium, Escherichia coli et klebsiella preumoniae (VIDON et BOURDIN,
2005). Elles sont généralement caractérisées par leur activité hydrolytique qui est plus

importante envers le céfotaxime que le ceftazidime (VIDON et BOURDIN, 2005 :
MAPAR, 2008).

11
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S.4-Les BLSE de type OXA
Ces enzymes dérivent des B-lactamas de type OXA (OXA-10, OXA-13,...... ).
Elles sont retrouvées principalement chez Pseudomonas aeruginosa, mais elles sont

aussi retrouvées chez les entérobactéries (MAPAR, 2008).

6-Les inhibiteurs de p-Lactaminas

Certains inhibiteurs jouent le rdle de substrat avec Ienzyme. Il y a hydrolyse de
'inhibiteur et régénération de ’enzyme. Ces inhibiteurs sont appelés : inhibiteurs compétitifs
réversibles. Ainsi, les pénicillines M et les C3G sont des inhibiteurs compétitifs réversibles
vis-a-vis des céphalosporinases. D’autres inhibiteurs, sont responsables d’une inhibition
compétitive irréversible. En effet, ces inhibiteurs sont fragmentés en différents composés qui
se fixent sur des sites de ’enzyme autres que le site actif, L’enzyme est donc inactivée et
Pinhibiteur est appelé inhibiteur suicide. Ainsi, ’acide clavulanique, le sulbactam et le

tazobactam sont des inhibiteurs compétitifs irréversibles vis-a-vis de nombreuses BLSE.

7-La synergie entre B-lactamines et les inhibiteurs de B-lactaminas

Certains inhibiteurs de B-lactamases peuvent &tre utilisés en association avec quelques [3-
lactamines. En effet, en contact des bactéries, ces inhibiteurs et ces antibiotiques entrent en
competition pour se fixer sur les sites actifs des p-lactamases. Du fait que, ces inhibiteurs
présentent généralement une meilleure affinité pour les PB-lactamases, les B-lactamines
peuvent s’échapper a I’action de ces enzymes, mais la concentration de ces inhibiteurs doit
€tre suffisante pour inactiver toutes les molécules de B-lactamases produites par ses bactéries.
Dans le cas ou cette concentration est insuffisante, les molécules d’enzymes libres
hydrolysent le méme nombre de molécules d’antibiotique. Ainsi, si la vitesse d’hydrolyse de

ces enzymes est faible, les B-lactamines restantes peuvent exercer leur activité antibactérienne
(KAZMIERCZAK, 1999).
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Partie expérimental

1-Pobjectif :

L’objectif de ce travail est I’étude de la caractérisation de la résistance de souches
d’Escherichia Coli isolée & partir du poulet de chair des B-lactamines, et la recherche des
BLSE.

Cette partie expérimentale a été réalisée au niveau de laboratoire vétérinaire régional de DBK

a Tizi-Ouzou durant 8 semaines.
2-Matériel et méthodes
12.1-Matériel
2.1.1-Matériel biologique

Pour 350 prélevements d’organes de volailles ont été effectués pour la recherche

d’Escherichia coli ; dont 50 souches d’E. Coli ont été isolés.

L’antibiogramme ont été effectues et 5 BLSE ont été diagnostiqués et confirmés par les

méthodes conventionnelles.
2.1.2-Matériel de laboratoire
Produits et réactifs

Alcool 95° ;

Disque d’antibiotiques, d’ONPG et d’oxydase ;
Eau distillée ;

Eau physiologique ;

Etalon de 0,5 Mc Farland ;

Fushine ;

L’huile d’immersion ;

Lugol ;

Peroxyde d’hydrogéne ;

Réactif de Kovacs ;

Réactif Voges Prauskauer : a-naphtol et KOH ou NaOH.

YV V V V YV V V V VYV V VYV V

Violet de gentiane.
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Verrerie

Boites de pétri stériles ;

Flacons de différents volumes (225 ml, 500 ml et 1000ml) ;
Lames et lamelle ;

Pipettes de différents volumes (0,5 ml et 1 ml) ;

Pipettes pasteur ;

Tubes a vis stériles ;

vV V V V V V V

Tubes vacutainers.
Autres matériels

Anse de platine a boucle et fil droit ;
Ciseaux et écouvillons stériles ;
Minuteries électronique ;

Pinces ;

YV V V VYV V

Plateaux métallique et portoirs.

2.2-Méthodes
2.2.1-Identification des germes

2.2.1.1-Etude macroscopique

Dans cette étude, nous commengons d’abord par la purification, qui se réalise par
repiquages successifs sur milieu Hektoen ou Mac Conkey jusqu’a I’obtention de colonies
pures. Pour chaque repiquage, I’incubation se fait & 35°C pendant 18 & 24h. Aprés

purification, nous effectuant I’étude des caractéres des germes (formes de colonies, couleur,

diametre et I’aspect de la surface).

2.2.1.2-Etude microscopique

Elle est représentée par 1’observation microscopique des cellules bactériennes qui ont subi

la coloration différentielle de Gram.

> La coloration de Gram
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Elle permet de diviser le monde bactérien en deux groupes distinct qui sont bactéries &
Gram négatif et bactéries & Gram positif. Elle nous renseigne également, sur la pureté
de souches bactériennes. Cette technique nous permet aussi d’étudier la morphologie

bactérienne (forme, disposition). La technique de « Gram » comporte les étapes

suivantes :
e Préparer le frottis bactérien ;

* Recouvrir avec le violet de gentiane et laisser agir pendant une minute, puis rejeter le

colorant en exces et rincer a I’eau ;

* Fixer la préparation avec le Lugole pendant une minute et rincer 4 l’eau ;

e Décolorer a I’alcool & 95° pendant 30 secondes et rincer 4 ’eau courante ;

* Recouvrir la lame avec un deuxiéme colorant (fushine) pendant une minute et rincer
al’eau;

® Sécher la lame a I’air chaud et observer au microscope (objectif & immersion) au
grossissement x100.

Les germes a Gram positif se colorent en violet, alors que les Gram négatif se

colorent en rose.
2.2.1.3-Etude biochimique

Les tests biochimiques ont comme objectif la distinction entre les bactéries d’espéces et de

genre différents. Cette distinction se réalise par la détermination des différences entre leurs
métabolismes (SINGLETON, 1999).

Tableau n°1 ci-dessous montre les principaux caractéres biochimiques des Escherichia Coli.
2.2.1.3.1-Recherche des enzymes respiratoires

> Recherche de la catalase

Le test de la catalase consiste & mettre en contacte les cellules bactériennes avec le
peroxyde d’hydrogene ; la présence de I’enzyme (catalase) se traduit par I’apparition de

bulles de gaz (oxygéne) (SINGLETON, 2005).

> Recherche de I’oxydase

Les bactéries sont mises dans un tube contenant 0,5 ml d’eau physiologique stérile. Un
disque « OX », imprégné de N, N, N, N-tétramétyl-1,4-phénilénediamine, est ensuite
ajouté¢ dans cette suspension. Dans le cas ou le test est positif, il ya formation de
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I’indophénol et la couleur de la suspension devient alors violacée apres 30 a 60 secondes.

Cette couleur persiste pendant 15 mn environ. Dans le cas inverse, la coloration de la
suspension ne change pas (DELARRAS, 2007).

2.2.1.3.2-Métabolisme des glucides

Test ONPG (ortho—nitrophényle-B-D-galactopyranoside)

Le test ONPG a comme objectif, la détection de la présence de la B-D-galactosidase
dans une cellule bactérienne donnée (SINGLETON, 2005).

Des bactéries prélevées a partir d’un milieu lactosé gélosé, sont mises dans 0,5 ml
d’eau distillé stérile. Un disque d’ONPG est ensuite ajouté a cette suspension.

L’incubation se fait au bain marie & 37°C pendant 15 4 30 mn. Le test positif se traduit

par I’apparition d’une couleur jaune (DELARRAS, 2007).

* Test au rouge de méthyle (RM)

Le milieu Clark et Lubs est ensemencé par le germe & tester et incubé a 35-37°C
pendant 48h.

Une a deux gouttes de la solution de rouge de méthyle, sont ensuite ajoutées a deux
ml du milieu d’i

ncubation. La réaction positive se traduit par une teinte rouge, alors que, la
réaction négative se manifeste par une teinte jaune.

* Test de Voges-Proskaur (VP)

Un volume de 5 ml du miliey Clark et Lubs est ensemencé avec deux gouttes d’une
suspension bactérienne d’opacité équivalente 3 0,5 Mc Farland et incubé a 35-37°C
pendant 48h. La lecture se fait apres I’addition de 0,5 ML d’a-naphtol a 6% et de 0,5
ml de KOH 4M ou de NaOH 3 1 ml du milieu d’incubation. Le test positif se traduit
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par I’apparition d’
al. 2007).

une coloration rouge en surfaée au boutde 10 34 15 mn (RENAUD et

Métabolisme des peptides
e Testde I’indole

Ce test met en évidence la production de I’indole 3 partir de tryptophane
(SINGLETON, 1999). Le milieu ean peptonée exempt d’indole est ensemencs avec le
germe a étudier et incubé 3 37°C pendant 24 a 48h. La lecture se fajt apres ’addition
de 0,5 ml du réactif de Kovacs a la culture bactérienne. Le test positif se traduit par

’apparition de 1a coloration rouge a la surface du milieu (DELARRAS, 2007).

e Test de I’urée

L’objectif de ce test est 1a détermination de I’existence oy de I’absence de I'uréase.
Le milieu urée indole est ensemence a partir d’une culture pure sur milieu gélosé et

incubé 3 37°C pendant 24h. La présence de Iuréase est indiquée par I’apparition
d’une couleur rouge violacée dans le miliey.

2.2.1.3.3-Etude des substrats énergétiques
> Test de Kligler-Hajna (KIA)

Il permet de mettre en ¢vidence la fermentation du glucose (avec ou sans production de
gaz), la fermentation du lactose et la production d’hydro

géne sulfuré (H2S). L’ensemencement
du milieu Kligler-

Hajna, est suivi d’une incubation de 24 h 3 37°C. La production d’H?S se
traduit par I’apparition d’une coloration noire.

masse gélosée (ANONYME, 2003).
> Test de mannitol mobilité

Le milieu mannitol mobiljté est ensemence par une piqure centrale et incubé 4 36-38°

pendant 18 4 24h. Le virage de I’indicateur de Ph du rouge au jaune est un indice de la
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fermentation du mannitol. La création d’un trouble du milieu indique que le germe &

¢tudier est mobile, alors que I’absence de ce trouble est un indice de I’immobilité du

germe.
> Test de Citrate de Simmons

La propriété recherchée par ce test est la capacité d’un germe donné & utiliser le citrate
de sodium comme seule source de carbone et d’énergie. Le milieu Agar Citrate de
Simmons est ensemencé et incubé 3 36-38°C pendant 24h. Le test positif se traduit par

le virage de I’indicateur de Ph du vert au bleu (DELARRAS, 2007).

Le tableau suivant nous montre les principaux caractéres biochimiques des Escherichia
Coli.

Tableau n°1 : Les principaux caractéres biochimiques des Escherichia coli purifiées
(BRENNER, 1984 ; LE MINOR ET RICHARD 1993 cités par JOLY et REYNAUD,

2003).
Germe Escherichia coli
caractére

Mannitol +
Lactose +
Glucose +
Gaz +
H2S _
Uréase _
Indole +
Citrate de Simmons _
Voges-Prauskauer _
Rouge de méthyle +
Test ONPG +
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2.2.2-Etude de I’ Antibioresistance

2.2.2.1-Antibiogrammes

Les antibiogrammes sont réalisés par la méthode de diffusion des disques
d’antibiotiques sur gélose Muller-Hinton.

Technique
> Milieu

La gélose Muller-Hinton est liquéfiée, coulée dans des boites de pétri sur une épaisseur

de 4 mm et séchée avant I"utilisation.

> Inoculum

Préparer une suspension bactérienne, en mettant des colonies prélevées a partir d’une

culture pure 18 h dans 5 4 10 ml de I’eau physiologique stérile 0,9%. La valeur de Ia densité

optique de cette suspension doit &tre comprise entre 0,08 et 0,1 4 625 mm. La densité de

I’inoculum, peut étre ajustée en ajoutant de ’eau physiologique dans le cas ou elle est trop

€levée, ou bien de la culture bactérienne dans le cas inverse

> Ensemencement

Tremper un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne, 1’essorer pour le décharger

au maximum et le frotter sur la totalité de la gélosée, de haut en bas en stries serrées.

L’opération de frottement doit &tre répétée deux fois, en tournant la boite de 60° a

chaque fois sans oublier de pivoter 1’écouvillon sur lui

-méme et de le faire passer sur la
périphérie de la gélose.
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Remarque :

Le temps qui s’écoule entre la fin de la préparation de I’inoculum et I’ensemencement,

ne doit pas dépasser 15mn.

> Application des disques d’antibiotiques
A T’aide d’un distributeur, les disques d’antibiotiques, dont le diamétre est €quivalent a
6mm, sont déposés sur la surface de la gélose. Chacun d’entre eux, pressé€ a 1’aide d’une

pince bactériologique stérile pour assurer de son application. L’incubation se fait 4 35°C
pendant 18 h.

> Lecture
La lecture se fait en deux étapes :

® Mesurer les diamétres des zones d’inhibition & I’aide d’un pied & coulisse ;

® Classer les souches bactériennes en sensible, intermédiaires ou résistante, en

comparant les diamétres de ces zone d’inhibition.

2.2.2.2-Le contrdle de qualité

Le contréle de qualité a comme objectif, I’assurance et la vérification de :

* Laprécision et la fiabilité de la technique des tests de sensibilité ;

* Laperformance des milieux et des disques d’antibiotiques utilisés ;

e La performance du personnel effectuant les tests et la lecture.

> La procédure de controle

Le contrdle de qualité doit se faire en permanence, une fois par semaine et 3 chaque

nouveau lot de Muller Hinton et /ou d*antibiotiques. 11 se fait par I*utilisation des souches

20



Partie expérimental

de références. Les conditions opératoires réunies pour la réalisation des antibiogrammes
sur les souches purifiées, sont les mémes que celles réunies pour la réalisation des tests de

contrbles de qualité. La lecture des résultats, se fait par la mesure des diamétres des zones
d’inhibition & ’aide d’un pied & coulisse.

2.2.3-La recherche des BLSE chez les entérobactéries

> Test de synergie

® Technique

Le test de synergie se réalise sur le milieu Muller-Hinton. Pour la plupart des

entérobactéries, on dépose un disque g’

amoxicilline + acides clavulanique, dont la
charge est de 20/10 ug, a 3 cm, entre

a centre de I’un des disques d’antibiotiques
appartenant aux C3G. L’incubation se fait 4 35°C pendant 18h, chez quelque especes

d’entérobactéries, comme proteus mirabilis, la recherche des BLSE se fait de la méme

mani€re, mais la distance séparant le centre du disque d’amoxicilline + acide
clavulanique et le centre de chacun des disques des C3G utilisés, est de 4 3 4,5 ¢cm
(ABOUN et al., 2008).

La liste des antibiotiques utilisés pour la recherche des BL.SE chez les Escherichia
Coli, Leurs abréviations, ainsi que leurs charges sont r

eprésenté dans le tableay
suivant,
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e Lecture

La production des BLSE peut se traduire par ’apparition d’

une image de synergie ou
bouchon de champagne entre le disque d’

amoxicilline + acide clavulanique et celui de ’une

des C3G utilisées (ABOUN et al. 2003). Mais, dans le cas de I’absence de I’image de

synergie, la production de BLSE S€ra suspectée devant toute diminution dy diamétre au tour
des disques des C3G utilisées (ABOUN et al. 2008).

3-Résultats et interprétation

L’objectif de notre travail est I’étude et la caractérisation de la résistance de souche

d’Escherichia coli vis-a-vis des B-lactamines, et Ia recherche des BLSE.

3.1-Résultats

Nous avons pu purifier et identifier quelques souches d’Escherichia coli Ces souches sont

obtenues & partir du souchier dy service bactériologique du laboratoire vétérinaire de DBK.

Le Tableau n°3 et n°4

Tableau n°3 : les souches d’Escherichia coli purifiées, leurs nombre et leurs origines

Souche Nombre | Origine Nombre de souches]

Escherichia coli 50 | Aviaire 350

Tableau n°4 : les différents caractéres de colonie de germe purifié (Escherichia Coli)

aracteres Diamétre Couleur Aspect de la
surface
Escherichia coli Ronde, bord Jaune saumon lisse
régulier, plate

3.1.1-Résultats de Ia coloration de Gram
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Apreés la coloration de Gram et I’Obtention au microscope optique, au grossissement

*1000, les souches purifies se révélent des bacilles 3 Gram négatif.
3.1.2-Test de sensibilité aux antibiotiques (antibiogrammes)
La figure 1, représente I’un des tests de sensibilité réalisé sur une souche d’Escherichia coli.
Rechercher une BLSE :
On recherchera une BLSE devant un diamétre inférieur aux valeurs suivantes :

% Cefotaxime (CTX < 27mm),
s Ceftazidime (CAZ <22mm),
% Ceftriaxone (CRO < 25mm)

Aztréonam (ATM < 27mm).

*,

7
0‘0

Méthodes de détection de la BLSE :
Test de synergie (selon Jarlier et Coll.) :
Principe :

Les BLSE dérivées des enzymes de classe A (Ambler) sont inhibées par les inhibiteurs de B-

lactamases (acide clavulanique, Sulbactam et Tazobactam).

Technique :

La recherche de la BLSE se fait dans les conditions standards de I’antibiogramme en déposant
un disque d’amoxicilline+acide clavulanique (AMC 20/10pg) 4 30mm centre 3 centre d’un

disque de C3G (Cefotaxime : CTX 30pg ou Ceftriaxone : CRO 30pg). Incuber 18H 4 35° C.

Remarque : cette technique permet la mise en évidence des TEM et SHV.

Pour les autres BLSE de classe A (CTX-M, CMT, wes))

Le test de synergie doit étre fait dans les mémes conditions standards de ’antibiogramme

en déposant un disque d’AMC & 30mm centre & centre d’un disque de : CAZ, CTX ou CRO et
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ATM en raison de I’existence de phénotypes de résistance différ

ents (céfotaximase ou
Ceftazidimase ...).

Lecture :

La production d’enzyme peut se traduire par ’apparition d’une image de synergie ou bouchon
de champagne entre les disques :

- AMCet CTX
- AMCet CAZ

- AMC et ATM.

Recommandation:

, Pvulgaris, Morganelly Morganii, Providencia stuartii les

BLSE s’expriment 3 bas niveau ; dans ce cas, le test de synergie est optimisé en disposant les

disques & une distance de 40 a45mm au lieu de 30mm.

Absence de synergie :

En I’absence d’une image de synergie, la production de BL.SE Sera suspectée devant toute
diminution du diamétre autour des disques de C3G.

Elle peut étre due 3 :

1- La synthése d’une BLSE de type CMT (Complexe Mutants TEM)

2-L’association de plusieurs mécanismes - BLSE + Case hyper produite (entérobactérie).

1-La recherche de CMT : se fera en rapprochant les disques CTX-

AMC de 20mm et 25mm
au lieu de 30mm.

2-La détection des BLSE chez les souches hyper productrices de Case est facilitée par:
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La recherche d’une synergie entre AMC et Céfépime (CFP 30ug) ou Cefpirome (CPO 30pg

SFM), car ce sont des molécules stables a I

action de la Case hyperproduite
(recommandations du CA-SFM-2010).

Ou

L’inactivation de 1a Case en incluant de 1a Cloxacilline (0,25mg/ml -

0,30mg/ml) dans Ia
g€lose pour les entérobactéries du groupe 3.

enzymatique.
Risque d’erreur d’interprétation :

Chez Klebsiella Oxytoca, P.vulgaris, P. penneri, Citrobacter koseri, le test de synergie est

positif avec Aztréonam et / ou Ceftriaxone, mais reste né

est conservée,

gatif avec Ceftazidime dont Pactivité

signe  d’hyperproduction de B-lactamases naturelle chromosomique oy
Aztréonamase.

3.1.5-Test de confirmation ou technique du double disque
Ce test devra étre fait systématiquement devant :
- L’absence de synergie avec diminution des diamétres des C3G

- La présence d’une résistance aux molécules suivantes : ampicilline, Ticarcilline,

Céfazoline avec un diamétre <6mm, par contre PAMC  présente un diamétre d’inhibition.

Technique :

Ce test se fait dans les conditions standard de P’antibiogramme.
- Appliquer les disques d’antibiotiques :

® Pourles entérobactéries :

Déposer un disque d’AMC et un disque de C3G

(CTX ou CRO) 2 une distance de
30mm (centre 3 centre).
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- Laisser diffuser les antibiotiques pendant une heure, & la température ambiante (sur la

paillasse) la boite sera déposée le couvercle vers le haut.

- Apres 1H d’incubation, ter le disque d’AMC (ou de TCC
CTX ou CRO (ou CAZ).

) et le remplacer par un disque de

- Incuber la boite 18 4 a35°C.

Lecture et interprétation :

Le test du double disque est positif quand le diamétre d’inhibition du C3 G, appliqué apres
diffusion du disque AMC oy TCC, est > 5Smm par rapport
de C3G.

au diametre d’inhibition du disque
Exemple : diamétre de Ia CAZ =16 mm ; diameétre de AMC + CAZ = 21mm donc souche
BLSE(+)

L’interprétation du test consiste & répondre :

- Pour les entérobactéries - souche résistante a toutes les B-lactamines sauf pour les

Céphamycines (céfoxitine) et I’Imipenéme,

Contrdle de qualité
Les mémes techniques seront réalisées en parallele pour les souches
- E. coli ATCC 25922 non productrice de BLSE.

- K. pneumoniae ATCC 700603 productrice de BLSE.

Testala Cloxacilline :
Principe :

Pour certaines souches de bacilles & Gram négatif, il est parfois difficile de distinguer sur

Iantibiogramme habituel Jes hypersécrétions de Case (CHN) des BLSE.
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Partie expérimental

La Cloxacilline, ajoutée au milieu pour I'antibiogramme (MH), inhibe in vitro les Cases et

reste inefficace sur les pénicillinases des bacilles & Gram négatif

Figure 2 : Test de sensibilité réalisé sur une souche d’Escherichia coli (photo prise ou

laboratoire vétérinaire de DBK).

Le taux de résistance et de sensibilité des souches d’Escherichia coli germe purifiés vis-a-

vis des antibiotiques testés, représentés dans le tableau n°5
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Tableau n°4 : pourcentages de résistance et de sensibilité d’Escherichia coli

—

Partie expérimental

Germe Escherichia coli
Nombre de souches 50
Pourcentage R+D% S %
Antibiotique
Ampicilline 50 50
50 50
Amoxicilline + acide clavulanique
Céftiofur 00 100
Céfalotine 41,67 58,33
Néomycine 41,67 58,33
Trimethoprime/sulfamethoxazole 41,67 58,33
Tétracycline 100 00
Acide nalidixique 33,33 66,67
Flumequine 8,33 91,67
Colistine 00 100
Chloramphénicol 00 10
Enrofloxacine 8,33 91,67
Nitrofurantoine 41,67 58,33
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Partie expérimental

Figure n°3 : Pourcentage de résistance ef de sensibilifé des souches d’Escherichia coli

aux antibiotiques testés.

Le taux de résistance des souches d’Escherichia coli vis-3-vis de la tétracycline est de
100%  P'ampiciliine et I’amoxicilline +  acide ciavulanique  (5%), Ie
trimethoprime/suifamethoxazole, la néomycine, la céfalotine et le nitrofurantoine (41,67 %),
I"acide nalidixique (33,33 %), Ia flumequine et PEnrofloxacine (8,33%). Ces souches sont

sensibles au céftiofur, Ia colistine et Ie chloramphénicol.
2.2.2-Recherche des BLSE

Contrairement au nombre de travaux réalisés sur la recherche des BLSE produites par des
souches bactériennes d’origine humaine, trés peu de travaux sont réalisés sur la recherche des

BLSE produites par des souches bactériennes d’origine animal.
Escherichia coli & origine aviaire

Présence de quelques BLSE qui ont été détecté par les testes de synergie que nous avons
effectués.
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Conclusion :

Notre étude réalisée sur 50 souches d’Escherichia coli qui ont été isolés chez le poulet de
chaire, appartenant & la famille des entérobactéries, a permis de révéler I’existence de
certaines résistances un ou plusieurs antibiotiques. En effet, I’espéce Escherichia coli étudié a
manifesté¢ des résistances vis-a-vis des antibiotiques les plus utilisés (Pampicilline,

I’amoxicilline + acide clavulanique, la céftiofur, P’Enrofloxacine).

Bien que 1usage des antibiotiques en alimentation animal, soit interdit en Algérie depuis
Avril 2007 et que certains antibiotiques soient suspendus de I’homologation (Nitrofurantoine
et chloramphénicol), cette étude, a I’instar d’autre ¢tudes ont signalé des résistances vis-a-vis

de ces antibiotiques. Ce qui prouve que ces molécules sont encore utilisées en €levage animal

Les résultats des tests de synergie se sont avérés positif avec isolation de 5 BLSE. En effet,

la littérature a décrit que la fréquence de génes responsables de la résistance aux C3G chez

bactéries d’origine animal est faible.

Afin de minimiser les risques que représente I’utilisation excessive d’antibiotiques en

€levage animal, il faut tenir compte des mesures suivantes :

> Le respect de la réglementation par les éleveurs et par les vétérinaires ;
> Le diagnostique précis et le bon choix de Iantibiotique par le vétérinaire ;

> Le respect des doses d’antibiotique par les vétérinaires, ainsi que la duré des

traitements ;

> Le respect des délais d’attentes légales avant 1’abattage ;

» La minimisation de usage des C3G en milieu vétérinaire, car c’est cet usage qui est &
Iorigine de I’apparition des souches bactériennes productrices des BLSE.

> La surveillance permanente et efficace de 1’Antibioresistance dans Ie milieu

vétérinaire.
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