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Résumé

Cette étude a porté sur 1’étude de I’antibiorésistance d’isolats d’E.coli d’origines aviaires issus
de lIésions de colibacillose, provenant de la région du centre Algérien et sur la recherche
phénotypiquede facteurs de virulence associés (résistance au serum, production d’hémolysine
et fixation au RougeCongo). Les résultats ont montré que sur50 souches testées,98% étaient
multirésistantes. Des taux de résistance éleves ont été enregistrés vis-a-vis desquinolones avec
76%, 66% et 54% respectivement pour 1’acide Nalidixique, 1’ofloxacineet la ciprofloxacine.
De méme, des niveaux élevés de résistance ont été observés pour la tétracycline, la
ticarcilline, I’ampicilline et I’amoxicilline avec 86%, 66%, 64%et 60% respectivement. En
revanche, les souches d’E.coli se sont avérées moyennement résistantesa I’association
amoxicilline-acide clavulanique avec un tauxde résistancede47%. La tobramycine,
I’imipenémeet la colistine restent des molécules actives.Les essais de transfert par
conjugaison bactérienne ont montré le caractére plasmidique de la résistance a 1’amoxicilline
sur I’ensemble des souches testées. Par contre, le caractére de résistance a I’acide Nalidixique
n’a été transféré que sur deux souches sur les quatre testées.En raison de la diversité génétique
des APEC, aucun schéma de profil de virulence n’a été proprement établi sur des souches
Algériennes. Cependant certains facteurs de virulence leurs sont associées, tels quela
résistance au sérum, la fixation du rouge Congo et I’hémolysine. Dans cette étude, les
fréquences observée sont révélé que la quasi-totalité des souches étaientrésistantes au sérum,
productrices de I’hémolysine et 42% fixatrices durouge Congo.Par ailleurs, I’analyse
statistique : test de Khi-deux (test d’indépendance), a permis d’établirune corrélation entre le
caractére de 1’antibiorésistance des souches d’APEC et leur virulence, en effet la valeur de p-

value (2.2 e™°) est inférieurea o.

Mot clé : APEC, colibacillose, antibiorésistance, virulence, corrélation, multirésistance.



Summary

In this study, strains of avian E.coli isolated from colibacillosis lesions, collected from
differentes regions of center of Algeria, were studied for the antimicrobial resistance and
phenotypic searching of associated virulence factors (serum resistance, hemolysin production
and Congo red fixation). Among the 50 strains tested,98 % were multiresistante. High levels
of resistance were observed for quinolones with76%, 66% and 54% respectively for Nalidixic
acid, ofloxacinand ciprofloxacin. High levels of resistance were also recorded for
Tetracycline, ticarcillin, ampicillin and amoxicillin with 86%, 66%, 64% and 60%
respectively. On the other hand, the strains of E.coli were found to be modestly resistant to
the association amoxicillin-clavulanic acid with 47%. Tobramycin, imipeneme and
colistinremain active molecules.The conjugation transfer assays showed the plasmidic
character of the resistance to amoxicillin on all of the strains tested. Whereas the character of
resistance to Nalidixic acid was transmitted only for two strains on the four tested. Because of
the genetic diversityof APECs, no pattern of virulence profile was properly established on
Algerian strains. However, they are associated with some virulence factors, such as resistance
to serum, fixation of Congo red and hemolysin. In this study, the observed frequencies
revealedthatalmost all strains were resistant to serum, producing hemolysin and 42% fixing
Red Congo.Following a statistical analysis: chi-square test (independence test),there seemsto
be a correlation between the character of antibiotic resistance of APEC strains and their

virulence, in fact the value of P-value is lower than a.

Key Words:APEC, colibacillosis, antimicrobialresistance, correlation, virulence,

multiresistance.
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Introduction

Escherichia coli (E. coli) sont des bactéries Gram négatif, commensales du tractus gastro-

intestinal des humains et de nombreuses espéces animales, telles que les volailles. Cependant,
certaines souches sont pathogenes, elles sont subdivisées en souches a tropisme intestinal
(IPEC) et en souches a tropisme extra-intestinal (EXPEC) (MAINIL et al., 2003 ; AGABOU
etal, 2015; Ll etal., 2015 ; VIDIC et al., 2017).
La capacité d’E.colia provoquer des infections extra-intestinales dépend largement de
plusieurs facteurs de virulence nécessaires pour sa survie dans un nouvel environnement et
concurrencer avec succes la microflore normale de I’hote pour les nutriments essentiels (AL-
SAIEDI et AL-MAYAH, 2014 ; VAISH et al., 2016).

Les EXPEC sont subdivisés en plusieurs pathovars sur la base de plusieurs criteres. Certains
de ces pathovars sont nommes en fonction de leurs héte, tel que E. coli pathogene d'origine
aviaire (APEC) (MAINIL, 2013 ; CUNHA et al., 2014 ; CUNHA et al., 2017 ; RONCO etal.,
2017 ; STROMBERG et al.,, 2017). Ces derniers sont considérés comme un groupe
hétérogene d'agents pathogénes présentant une large gamme de caractéristiques de virulence
dont : les adhésines (ou fimbriae de type 1 et P) impliquées dans 1’adhérence des bactéries aux
tissus epithéliaux ; la résistance au sérum nécessaire a la surviedes bactéries dans le sang ; les
toxines comme I’hémolysine et la cytotoxine nécrosante dont I’effet est de favoriser le
franchissement de la barriére épithéliale par les colibacilles ;1’hémagglutinine sensible a la
température (Tsh) ; le systéme aérobactine qui permet la captation de fer et enfin la fixation
du rouge Congo au polysaccharide capsulaire (MAINIL, 2003 ; MELLATA, 2003 ; DZIVA
et STEVENAS, 2008 ; ROBINEAU et MOALIC, 2010).

Les APEC sont les agents étiologiques de la colibacillose. 11 s’agit d’un syndrome complexe
caractérise par de multiples infections locales et systémiques, fréquemment associé a la mort
subite, 1’aérosacculite, la péricardite, la périhépatite, la salpingite, la cellulite et a la réduction
du rendement, de la qualité et de I'éclosion des ceufs (EWERS et al., 2003 ; SADEYEN et al,
2014 ; GUABIRABA et SCHOULER, 2015 ; BORGESet al., 2016).

L’exposition des volailles aux agents pathogeénes et au stress augmenterait 1’incidence de la
colibacillose (HAMMOUDI et al., 2009 ; GUABIRABA et SCHOULER, 2015). Pour y
remédier, une utilisation accrue des antibiotiques a été observée dans diverses activités
agricoles, en particulier dans les élevages avicoles, ou les antibiotiques sont utilisés a des fins
préventifs, curatifs ou encore comme promoteur de croissance. Cette utilisation exagérée et

incontrdlée a conduit au développement de souches bactériennes résistantes. Ceci est d’autant
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plus préoccupant qu’un déclin du nombre d'antibiotiques efficaces pour l'usage humain et
animala été signalé (MACIEL et al., 2017 ; SALMAN et al., 2017). Les divers mécanismes

de résistance et de transfert de génes aussi bien horizontal que vertical ont abouti a
I’émergence de multirésistances (DA SILVA et MENDONCA, 2012).

La sélection de ces bactéries résistantes (voir multirésistantes) aux antimicrobiens pourrait
jouer un réle épidéemiologique dans la propagation de la résistance entre les hotes animals et
les humains, soit par contact direct, soit par consommation d'aliments contaminés. La
transmission inter-hote est plus susceptible de se produire dans les zones rurales des pays en
développement, comme certaines régions d'Afrique, ou les gens vivent souvent en contact
étroit avec les animaux d'élevage (ALONSO etal., 2017).

L'interaction entre la résistance aux antimicrobiens et la virulence est faiblement comprise
(DA SILVA et MENDONCA, 2012).DENAMUR et PICARD (2012) supposent que,sile
support génétique de la résistance et la virulence est le méme, ils pourraient étre co-mobilisés
d’une cellule a une autre. Cependant, BECEIRO etal. (2013) présument que la relation entre
la virulence et la résistance est antagoniste (inverse), la présence de géne de résistance aux
antimicrobiens provoque la perte partielle ou totale de traits de virulence.

C’est dans ce contexte que s’inscrit cette étude qui comporte deux volets:
la détermination des profils d’antibiorésistance de souches d’APEC issues majoritairementde

Iésions de colibacillose isolées de la région du centre Algérien et la recherche phénotypique,
chez ces souches, de trois facteurs de virulence (la résistance au sérum, la fixation au rouge
Congo et I’hémolysine).

La finalité poursuivie est de déterminer une éventuelle corrélation entre les profils

d’antibiorésistances et la présence de facteurs de virulence chez des souches d’APEC locales.



Etude bibliographique



Généralités sur Escherichia coli



Etude bibliographique Généralités sur Escherichia coli

1. Généralités sur Escherichia coli

Escherichia coli (E.coli) est l'une des espéces bactériennes les plus fréquemment
rencontrées de la flore intestinale commensale des animaux a sang chaud, coexistant
pacifiguement avec un bénéfice mutuel pour le microorganisme et I'hote (LAAREM et al.,
2017). Cependant, les clones d’E.coli hautement adaptés ont acquis un répertoirede facteurs
de virulence qui permet la colonisation et la survie au sien de I'h6te, entrainant éventuellement
des maladies, locales ou systémiques, graves telle que la colibacillose (MAINIL, 2013 ;
VAISH et al., 2016 ; ABREU et BARBOSA, 2017). Il est responsable des taux elevés de
morbidité et de mortalité dans le monde entier (CUNHA et al., 2017).

1.1. Historique
En 1885, E.coli a été décrite par le pediatre allemand Theodor ESCHERICH (1857-1911)

dans les excréments d'un enfant souffrant de diarrhée et il I’a nomma Bacterium coli
commune (MAINIL, 2013).

Le vétérinaire DANISH a supposé en 1893, que cette espece comprend différentes souches,
certaines étant pathogénes, d'autres non pathogenes (MAINIL, 2013).

En 1919, CASTELLANI et CHALMERS donna un nom définitif a cette bactérie qui est
Escherichia coli en hommage a ESCHERICH (MAINIL, 2013).

Dans les années 40, KAUFFMANN a développé le sérotypage d’E.coli. Il a mis en évidence
la présence des antigenes de surface somatiques (antigenes O), antigénes capsulaires
(antigénes K) et antigénes flagellaires (antigenes H). Certains sérotypes sont en effet associés
a des syndromes cliniques spécifiques(MAINIL, 2013).

Depuis 1960, plusieurs propriétés spécifiques qui différencient les souches d’E.coli

pathogénes des souches non pathogenes ont été développées(MAINIL, 2013).

1.2. Les caractéristiques bactériologiques de ’espéce

1.2.1. Les caracteres morphologiques

E. coli est un bacille de forme cylindrique (batonnet) ou coccobacillaire, de 2 a 3um de
longueur et 0,6um de largeur, a Gram négatif, mobile grace a une ciliature péritriche, non
sporulé, encapsulé. Les colonies développées par cette bactérie ont un aspect bombé, lisse,
homogeéne, ronde a bord régulier et de 2 a 3 mm de diametre (JOLY et REYNAUD, 2002 ;
VAISH et al., 2016).
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1.2.2. Les caractéres culturaux

La recherche des E.coli est couramment effectuée dans des circonstances variées. Une
culture sur milieu ordinaire est facilement réalisable, compte tenu du fait qu’ils n’ont pas
d’exigences particuliéres pour sa multiplication. Ils sont caractérises par une croissance rapide
a 37°C avec un temps de génération de 20 minutes (JOLY et REYNAUD, 2002).

1.2.3. Les caracteres biochimiques

Selon la clef d’identification des entérobactéries de LE MINOR et VIRON (1982), E.coli
posséde un ensemble de caractéres biochimiques discriminants, ce qui permet de la
différencieraisément d’une population microbienne hétérogene.

E.coli a la capacité de fermenter divers sucres (glucose, le lactose, mannitol etsaccharose
pour certaines souches) avec productiond’acide organiques.Lorsde la fermentation du glucose,
il y a production de gaz. L’un des caractéres discriminant d’E.coli est la production de
I’indole a partir du tryptophane. Il est aéro-anaérobie facultatif, uréase négatif, tryptophane
désaminase négatif, ne produit pas d’acétoine (réaction de Voges-Proskauer négative) et
n’utilise pas le citrate comme source de carbone. llréduit les nitrates en nitrites, n’a
pas d’oxydase mais possede une catalase (JOLY et REYNAUD, 2002).

1.2.4. Les caracteres antigéniques

Selon la classification antigénique attribuée aux entérobactéries, E.coli possede des antigenes
variés associés a quatre types de structure (JOLY et REYNAUD, 2002 ;VVAISH et al., 2016):
- Les antigenes somatiques O : sont associés aux lipopolysaccharides de la paroi.
- Les antigenes flagellaires H : sont associés aux protéines des flagelles.
- Les antigenes capsulaires K : sont de nature polysaccharidique.
- Les antigénes de I’enveloppe de type F: sont présents chez les souches ayant
les propriétés d’adhésion. Ils sont souvent associés aux fimbriae ou aux pili et sont

donc des structures fibrillaires, ce qui explique la désignation F.

La détermination du sérogroupe de chaque souche est utile dans les enquétes

épidémiologiques et pour caractériser les souches pathogenes(JOLY et REYNAUD, 2002).
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1.3.Classifications
1.3.1. Classification selonBergy’s

La classification d’E.coli selon la seconde Edition de Bergey’s of Systematic bactériology
(2004) est la suivante :
Phylum : Proteobacteria
Classe : Gammaproteobacteria
Ordre : Enterobacteriale
Famille : Enterobacteriaceae
Genre : Escherichia
Espece : Escherichia coli
Le genre Escherichia comprend cing especes: E. coli, E. blattae, E. fergusonii, E.
hermanni, E. velneris (JOLY et REYNAUD, 2002).

1.3.2. Classification selon les pathotypes

Les Escherichia coli pathogénes sont subdivisés ensouches a tropisme intestinalet en
souchesa tropisme extra-intestinal, sur la base de la possession de propriétés ou de la

production de facteurs spécifiques responsables de leur pouvoir pathogene (MAINIL, 2003).

1.3.2.1.Les E.colipathogénes intestinales (IPEC)

Les E.coli pathogénes intestinales ou entériques sont les E.coli qui se manifestent
seulement au niveau des intestins. Elles sont subdivisées en plusieurs pathovars, nommés par
le nom du syndrome clinique gu'ils peuvent provoquer : les E.coli entérotoxigénes (ETEC),
les E.coli entéropathogénes(EPEC), les E.coli entérohémorragiques (EHEC) et les E.coli
entéroagrégrégative (EAEC)(MAINIL, 2013).

1.3.2.2.Les E.colipathogénes extra-intestinales (EXPEC)

L'Escherichia coli pathogéne extra-intestinale (ExPEC) est un groupe spécifique d’E.coli
qui cause un spectre diversifie d'infections invasives sur de multiples sites anatomiques chez
les animaux et les humains (KARIYAWASAM et al., 2007).

Les différentes souches EXPEC sont subdivisées en plusieurs pathovars, sur la base de
plusieurs criteres, tels que : le nom de 1’hote qu’ils les hébergent, le site de 1’infection, ou bien
la maladie qu’ils peuvent engendrer (MAINIL, 2013 ; CUNHA et al., 2014 ; CUNHA et al.,
2017; RONCO et al, 2017; STROMBERG et al, 2017): les

E.coliuropathogenes(UPEC), les E.coli causant une méningite néonatale (NMEC), les E. coli
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associésa la  septicémie  (SEPEC), les E.colinecrotoxigenique (NTEC), les
E.coliverotoxigenique (VTEC) et les E. coli pathogenes aviaires (APEC).

1.4.Les E. coli pathogenes aviaires (APEC) et la colibacillose
14.1. Les APEC

L’Escherichia coli pathogéne aviaire (APEC) est 1’agent étiologique de la colibacillose
chez les oiseaux de production et méme chez les oiseaux sauvages. Selon la virulence de la
souche infectante, les lésions locales peuvent devenir systémiques et culminer dans la
colisepticémie (ANTAO et al., 2008 ; JOHNSON et al., 2008 ; CUNHAet al., 2017).

Les APEC constituent une population génétiquement diverse (hétérogéne) avecde
nombreux sérogroupes et types de séquences (ST) différents. Les principaux sérogroupes
observés chez les APEC comprennent O1, O2 et O78 (LA RAGIONE et WOODWARD,
2002 ; CUNHA etal., 2017 ; RONCOetal., 2017).

1.4.2. La colibacillose

Chez les volailles, les souches APEC provoquent une large gamme d'infections

localisées et systémiques, communément appelées colibacillose aviaire.

1.4.2.1.Définition

La colibacillose aviaire est un syndrome complexe caractérisé par de multiples lésions
organiques ; ce sont les infections bactériennes les plus fréquentes chez les volailles.
Elles peuvent étre schématiquement classées encolibacilloses primaires dues a des colibacilles
spéecifiquement pathogenes et des colibacilloses secondaires, suite a une immunodépression
causée parune infection virale oubactérienne (mycoplasme) (EWERS et al.,2003;
ROBINEAU et MOALIC, 2010 ; GUABIRABA et SCHOULER, 2015).

1.4.2.2.Développement de ’infection

Suite & I'inhalation de poussiéres contaminées, otl les niveaux peuvent atteindre jusqu'a 10°
cellules d’E.coli viables par gramme, dans les élevages de volailles ;une premiére
multiplication au niveau du tractus respiratoire supérieur, les bactéries colonisent les voies
respiratoires profondes a savoir les sacs aériens et les poumons, causant une airsacculite
(SADEYEN et al, 2014).

Le mode de translocation des APEC des voies respiratoires vers le flux sanguin est mal
défini (SADEYEN et al, 2014). Cependant, d’aprées ANTAO (2008), leurs sites d'entrées

dans la circulation sanguine sont présumés étre la région d'échange de gaz du poumon et les

6
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sacs dair, qui sont préalablement vulnérabilisés par la colonisation et I’invasion deces
bactéries.En conséquence, une bactériémie est induite 3 heures aprés avoir quitté les
poumons.

Au stade final de D’infection, les APEC colonisent les organes internes causant
la périhépatite, la péricardite, la salpingite, 'omphalite, lecoligranulome, la cellulite, le
syndrome de la téte gonflee et la septicémie (STORDEUR et MAINIL, 2001 ; CUNHA
etal., 2014).

1.4.2.3.Prophylaxie

La prophylaxie de la colibacillose repose sur un contrdle strict des conditions de
reproduction, du respect des pratiques de biosécurité et de la vaccination(GUABIRABA et
SCHOULER, 2015).
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2. Genéralités sur les antibiotiques
2.1.Définitions

En 1942, WAKSMAN donna le nom d’antibiotique a toutes les substances, possédant une
activité antibactérienne a faible concentration et n’ayant pas de toxicité pour I’hote.
Cependant, le mot méme « antibiotique » (du grec anti signifiant « contre » et bios « la vie »)
fut crée en 1889 par Paul VUILLEMIN, qui proposa egalement le terme « antibiote » pour les
microorganismes qui provoquent I’antibiose (BRYSKIER, 1999).

Les antibiotiques sont donc des médicaments qui permettent de lutter efficacement contre des
infections bactériennes, agissant de maniere spécifique, en bloguant une des étapes essentielle
a leur survie ou a leur multiplication (CHARDON et BRUGERE, 2014).

2.2.Classification des antibiotiques

Plusieurs classifications sont attribuées aux antibiotiques.

2.2.1. Selon la nature chimique

2.2.1.1.Les béta -lactamines

Les béta-lactamines sont une grande classe d'antibiotiques qui ont un noyau béta-lactame
dans leur structure moléculaire. lls sont les antibiotiques les plus utilisés et comprennent
quatre groupes de molécules: les pénames, les pénemes, les céphémes et les
monolactames.On doit ajouter les inhibiteurs de béta-lactamases, dont certaines structures
sont incluses dans les quatre principaux groupes (BRYSKIER, 1999 ; BECEIRO et al., 2013).
La structure de base des B-lactamines est un noyau carbonyl lactame.ll est indispensable pour
I’activité de ces molécules. Les différents groupes de cette classe se distinguent en fonction
du radical fixé a cette structure (voir figure 01) (BRYSKIER, 1999) :

La fixation d’un cycle penta-atomique saturé correspond aux pénames(voir Annexe 05) ;

La fixation d’un cycle penta-atomique insaturé correspond aux pénemes (voir Annexe 05) ;

La fixation d’un cycle héxa-atomique correspond aux céphemes ;

Le dernier groupe comporte uniquement le noyau lactame se sont les monobactames, ensuite

renommémonolactames.
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Figure 01: Le noyau béta-lactame (& gauche) ;Structure chimique de I’acide clavulanique
(& droite) (BEN YOUSSEF etal., 2016).

2.2.1.2. Les aminosides

Les aminosides aussi nomméesaminoglycosides sont des molécules polaires et
polycationiques.Leur structures de base commune comportent un aminocyclitol, auquel se lie
par ponts glycosidiques deux (ou exceptionnellement trois) oses (voir figure 02) (VAN
BAMBEKE etal., 2008).

Ho—. CH
- S WHZH, HlNh:;C:NH
NH
0 OHO OH
HO
HO WH—C—TNH,
CH; o

HZO

Figure 02 : Structure de la streptomycine (ANONYME 01).

2.2.1.3.Les quinolones et fluoroquinolones

Les quinolones sont des composés antibactériens de synthése. Les molécules appartenant a
cette famille possedent toutes un cycle pyridine dont I’azote peut étre diversement substitué.
Ils présentent une fonction cétone en position 4 et un groupement carboxylique en position 3.
Ce cycle est accolé a un autre cycle aromatique variable : benzene, pyridine, pyrimidine.
La premiere quinolone a avoir été¢ découverte est 1’acide Nalidixique, en 1962 par LESHER et
ses collaborateurs (voir figure 03) (COURVALIN et LECLERCQ, 2012).
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Les fluoroquinolones se caractérisent par la présence d’un atome de fluor en position 6
et d’un cycle azoté, le plus souvent une pipérazine en position 7(COURVALIN et
LECLERCQ, 2012).

B 0 0O
Rg
~ C\O_
o8
R7” x5 N
|
R

Structure de base des quinolones

o O

Fluoroquinolones e OH
x OH O |
(1] She
k HN

Acide nalidixique Ciprofloxacine

Figure 03: Structure des quinolones et fluoroquinolones (ANONYME 02).

2.2.1.4.Les tétracyclines

Les cyclines ont une structure polycyclique complexe constituée de 4 cycles, dontun cycle
aromatique et 3 autres cycles comprenant des carbones saturés. La premiére cycline :
chlortétracycline, dont dérive la tétracycline, a été isolée en 1944 deStreptomycesaureofaciens
par B.M. DUGGAR (voir figure 04) (BRYSKIER, 1999 ; COURVALIN et LECLERCQ,
2012).

oH (] oH (] (]
oH
. I‘w-IH2
R oH
CH- oH
MCCHL) 5
F H: Tetracycline

|__.\:1

i Cl: Chlotetracycline

Figure 04 : Structures chimique des tétracyclines et chlorotétracycline (ANONY ME 03).
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2.2.1.5.Les polymyxines

Les polymyxines sont des lipopeptides cycliques ; il s’agit d’un décapeptide dont la chaine
grasse est fixée sur le noyau peptidique. Elles ont été isolées en 1947 a partir de la
fermentation du Bacillus polymyxa (voir figure 05) (BRYSKIER, 1999).

H2N

-§;
ﬁ ﬂ ;\C

H,N

Figure 05 : Structures chimique de la colistine A (polymyxine E) (ANONYME 04).

2.2.1.6.Les sulfamide-triméthoprimes
2.2.1.6.1. Les sulfamides

Les sulfamides sont des dérivés de l'acide para-aminobenzéne sulfonique, dans lesquels sont
indispensables a I'activité antibactérienne, la présence d'une fonction amine libre et d'un
soufre substituant directement le benzene (VAN BAMBEKE et al., 2008).

2.2.1.6.2. Letriméthoprime

Le triméthoprime est un diamino-pyrimidine. 1l a été synthétisé en 1961 par HITCHINGS et
BUSHBY. Bien qu’utilisé parfois seul, il doit étre associé aux sulfamides(voir figure 06)
(COURVALIN et LECLERCQ, 2012).

O\\S¢O/D\C Ha g“’ - NH>
\N 'Y
H H3C \
HN NH,
Sulfaméthoxazole triméthoprime

+

Figure 06 : Structures chimique du sulfaméhoxazole et triméthoprime (ANONYME 05).

11
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2.2.2. Classification selon I’origine

Selon CHARDON et BRUGERE (2014), les antibiotiques ont trois origines :
Les antibiotiques naturels sont produits par des micro-organismes, soit pardes champignons
microscopiques (ex : la pénicilline produite par Penicillium, céphalosporine produite par
Céphalosporiumacremonium) soit par des bactéries (ex: streptomycine produite par
Streptomyces).
Les antibiotiques synthétiques se sont des produits obtenus entierement par voie chimique
(ex : les quinolones).

Les antibiotiques semi-synthétiques qui sont obtenus en insérant un radical chimique dans

une structure moléculaire naturelle (ex : la méticilline).

2.2.3. Classification selon leur spectre d’action

Le spectre d’action ou d’activité est propre a chaque antibiotique, et peut varier dans
le temps a la suite de l'apparition de nouvelles résistances chez les différentes especes
bactériennes. Il y a des antibiotiques a large spectre d’activité comme la tétracycline, qui est
aussi bien actif sur les bactéries Gram positifs que négatifs mais également sur d’autres
microorganismes (les chlamydias, les mycoplasmes et les rickettsies) et mémes sur certains
protozoaires. D’autres antibiotiques dont le spectre d’activité est étroit,par exempleles

quinolones (COURVALIN et LECLERCQ, 2012).

2.2.4. Classification selon D’effet antibactérien

Les antibiotiques peuvent étre soit bactéricides soit bactériostatiques.

La bactériostase : c’est 1’effet bactériostatique de certains antibiotiques, tels queles
tétracyclines. En présence de ces molécules, la croissance bactérienne est ralentie mais
n’entraine pas la mort cellulaire (COURVALIN et LECLERCQ, 2012).

La bactericidie : c’est ’effet bactéricide de certains antibiotiques, tels que les béta-
lactamines, aminosides et les quinolones. L’activité de ces antibiotiques entraine la mort des

bactéries y sont ils sensibles (COURVALIN et LECLERCQ, 2012).

2.2.5. Selon les sites d’action

Les antibiotiques agissent sur les bactéries en inhibant des fonctions physiologiques précises.
Pour exercer leur action, ils doivent se lier a des cibles moléculaires specifiques, le plus
souvent intracellulaires (COURVALIN et LECLERCQ, 2012). Selon la cible des
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antibiotiques une classification a été établie (BRYSKIER, 1999; COURVALIN et
LECLERCQ, 2012):
- Les antibiotiques agissant sur la synthése de la paroi : les béta-lactamines ;
- Les antibiotiques agissant sur la réplication / la transcription de I’ADN : sulfamides,
triméthoprime, quinolones ;
- Les antibiotiques agissant sur la synthese protéique : aminosides, tétracyclines ;

- Les antibiotiques agissant sur la membrane cytoplasmique : les polymyxines.

2.3.Mécanismes d’action des antibiotiques(voir figure 08)

2.3.1. Les béta-lactamines

L’enveloppe des entérobactéries comprend, de I’extérieur vers I’intérieur : la membrane
externe, la paroi (peptidoglycane) et la membrane cytoplasmique. Les cibles des béta-
lactamines sont des protéines, situées sur la face externe de la membrane cytoplasmique,
appelées « protéines de liaison aux pénicillines : PLP ». Ces protéines catalysent des réactions
de transglycosylation et/ou de transpeptidation : la premiere permet de relier les saccharides
et les peptides entre eux, aboutissant a la formation de longues chaines polysaccharidiques
lin¢aires. La seconde permet d’incorporer les chaines polysaccharidiques néo-synthétisées au
peptidoglycane préexistant (COURVALIN et LECLERCQ, 2012).

Les béta-lactamines inhibent une étape nécessaire a la réticulation du peptidoglycane :
la transpeptidation. En effet, elles présentent une analogie structurale avec le dipeptide D-
Alanine-D-Alanine, qui constitue le substrat naturel des PLP. De ce fait, elles se comportent
comme des substrats suicides de ces enzymes. Donc, I’antibiotique se lie au site actif des PLP
pour former un complexe pré-covalent, puis le cycle béta-lactame s’ouvre pour formerune
liaison covalente irréversible avec la sérine active de la poche catalytique des PLP, entrainant
I’inhibition des PLP, ce qui est traduit par un arrét de la synthése du peptidoglycane
(BRYSKIER, 1999 ; COURVALIN et LECLERCQ, 2012). L'enveloppe externe est alors
fortement fragilisée. La bactérie devient trés sensible aux stress extérieurs (pression
osmotique, température, stress mecanique) provoquant ainsi la lyse cellulaire (CHARDON et
BRUGERE, 2014).

2.3.2. Les aminosides

Les aminosides inhibent la synthése protéique en agissant sur les ribosomes. lls se fixent sur
la petite sous-unité des ribosomes (30S), au niveau du site du décodage des codons,

empéchent la traduction de I’ARNm et conduisent a des erreurs de lecture du code genétique.
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Cela empéche la formation de nouvelles protéines et par conséquent la multiplication des
bactéries (voir figure 08) (CHARDON et BRUGERE, 2014).

2.3.3. Les quinolones

Les quinolones exercent une inhibition sélective de la synthése de I’ADN bactérien en
agissant sur deux enzymes impliquées dans cette synthése : I’ADN topo-isomérase de type Il
ou I’ADN gyrase et 1’ADN topo-isomérase 1V (voir figure 08).

L’ADN gyrase est responsable du surenroulement de I’ADN lors de la réplication.
Selon COURVALIN et LECLERCQ (2012), plusieurs quinolones se lieraient d’une maniere
coopérative a I’ADN dans une zone ou les deux brins ont été coupés par la gyrase, aboutissant
a la formation d’un complexe ternaire irréversible entre 1’ADN-la gyrase-quinolones.
Le blocage de I’enzyme sur I’ADN empécherait la progression de ’ADN polymérase
bactérienne.

La topo-isomérase IV semble avoir un rble spécifique dans le désenchevétrement des
chromosomes au cours de la division cellulaire. L’interaction entre les quinolones etla topo-
isomérase IV stimulerait la coupure de I’ADN et inhiberait la religation (COURVALIN et
LECLERCQ, 2012).

Les quinolones étant des antibiotiques bactéricides, d’autres mécanismes doivent aussi
entrer en jeu. Ainsi, ces molécules engendrent des coupures non réparables au niveau
de ’ADN double brin, capables de déclencher 1’activation de certaines synthéses protéiques,
responsables de la bactéricidie (COURVALIN et LECLERCQ, 2012).

2.3.4. Les tétracyclines

Les tétracyclines pénetrent dans 1’espace périplasmique a travers les porines.
Chez les E.coli, les porines majeurs sont les OmpF (Protéinoutermembran F). Le passage des
tétracyclines a travers la paroi (riche en lypopolysaccharide) depend de leurs degrés
deliposolubilité.Puis, elles traversent la membrane cytoplasmique a la fois par diffusion
passive et par transport actif. Aprés avoir traversé toutes les membranes obstacles,
I’antibiotique diffuse dans le cytoplasme et atteint sa structure cible : les ribosomes (voir
figure 08) (BRYSKIER, 1999).

Les tétracyclines sont des inhibiteurs de la synthése protéique. Le site de fixation de ces
molécules est la sous-unité 30S du ribosome. L’interaction codon-anticodon entre I’ARNt et
I’ARNm est perturbée, ce qui bloque la phase d’élongation ; c’est-a-dire, 1’attachement du

complexe ARNt-aminoacyl au site A du ribosome (BRYSKIER, 1999 ; COURVALIN et
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LECLERCQ, 2012). La fixation des tétracyclines sur leurs cibles est réversible, ce qui

expliquerait leur caractere bacteriostatique (BRYSKIER, 1999).

2.3.5. Les polymyxines

Les polymyxinesinteragissent avec les lipides membranaires et désorganisent la bicouche
phospholipidique de la membrane cytoplasmique,perturbant ainsi son intégrité.Des
constituants intracellulaires, tels que les métabolites et ions, fuient en dehors de la cellule,
provoquant ainsi la mort de la bactérie (voir figure 08) (BRYSKIER, 1999 ; CHARDON et
BRUGERE, 2014).

2.3.6. Les sulfamides et le triméthoprime

Les sulfamides et le triméthoprime interférent la synthese des acides nucléiques, ainsi la
synthése des protéines (COURVALIN et LECLERCQ, 2012).

Ces deux antibiotiques interviennent dans la voie de synthése des thymines (T). Les
principales cibles de ces molécules sont les dérivés des folates (Vitamine B9), notamment le
dihydrofolate et le tétrahydrofolate, ayant un role essentiel dans les réactions de synthese de
cette base azotée. Les sulfamides sont des analogues structurels de I’acide p-
aminobenzoique ou PABA, I’'un des éléments qui intervient dans la synthése du dihydrofolate.
Le triméthoprime intervient en aval dans la voie, en inhibant la synthése de

tétrahydrofolate par la dihydrofolate réductase (voir figure 07 et08).
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Figure 07 : Structure chimique du sulfamide et son analogue de structure PABA, un
précurseur de synthése des folates (BEN YOUSSEF etal., 2016).
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Polymyxine:
les beta-lactamines: Désorganisation de
Inhibition de la synthése I’intégrité de la membrane
de la paroi bactérienne cytoplasmique

Les aminosidesiet Ies
tetracyclines:
Inhibition de la Les quinolones, sultamides
synthése protéique Autres et trimethoprime::
mécanismes Inhibition de la synthese de
I’ADN

Figure 08 :les différents mécanismes d’actions des antibiotiques (CHARDON et
BRUGERE, 2014).

2.4. L’utilisation des antibiotiques en médecine vétérinaire

Comme tout étre vivant, les animaux sont sujets a des maladies, qu’il est nécessaire de
prévenir ou de traiter. En 2001, I’Organisation mondiale de la santé (OMS) a estimé qu’au
moins 50% des antibiotiques produits dans le monde étaient destinés aux animaux d’élevage
et de compagnie. Les antibiotiques peuvent étre utilisés de trois maniéres différentes avecdes
objectifs variables : curatif, préventif et comme promoteur de croissance (CHARDON et
BRUGERE, 2014).

Depuis les années cinquante, les antibiotiques sont utilisés en élevage comme médicaments
vétérinaires, a des fins soit thérapeutique soit zootechnique (MARTEL et CHASLUS-
DANCLA,2000). Les antibiotiques ont tout d’abord une utilisation thérapeutique, visant
I’éradication d’une infection présente (curative) ou la prévention d’une infection contagieuse
déclarée (métaphylactiqgue) (MARTEL et CHASLUS-DANCLA, 2000; CHARDON et
BRUGERE, 2014). L’incorporation de faibles doses d’antibiotique dans les aliments stimule
la croissance des animaux, afin d’augmenter de fagon importante la rentabilité des élevages,
c’est la zootechnique (MARTEL et CHASLUS-DANCLA, 2000).
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3. Lareésistance aux antibiotiques

Lorsqu'une population de bactéries est soumise a I'action d'un antibiotique dans son milieu,
elle subit une pression de sélection, qui favorise les cellules qui sont les plus aptes a résister a
I'effet de ces molécules. Ce phénomeéne est connu sous le nom de résistance bactérienne.A ce
jour, certains d’antibiotiques ne sont déja plus efficaces contre certaines especes bactériennes
(CHASLUS-DANCLA, 2001).

3.1.Définition de la résistance

L'évolution des bactéries vers la résistance aux agents antimicrobiens, y compris les
antibiotiques, est inévitable car elle représente un aspect particulier de I'évolution générale de
ces micro-organismes (EBONGUE et al., 2015 ; COURVALIN, 2016 ; DOI etal., 2017).La
résistance antimicrobienne se référe a la capacité d'un micro-organisme a résister a l'activité
bactériostatique / bactéricide d'un agent antibactérien (BECEIRO etal., 2013 ; LABRO et
BRYSKIER, 2014).

3.2. Le support génétique de la résistance

3.2.1. La résistance naturelle

La résistance est dite naturelle, si toutes les souches d’une méme espéce sont résistantes
a un antibiotique ; ceci sous-entend que ces souches bactériennes ont manifesté d’emblée
un phénomene de résistance, avant toute pression sélective, en exprimant une propriété innée
(le phénotype sauvage). Par exemple : les mycoplasmes qui n’ont pas de paroi, ce qui les rend
insensibles aux béta-lactamines, ce type de résistance est rencontré chez les souches n’ayant
jamais été en contact avec un antibiotique (BRYSKIER, 1999 ;CARLE, 2009 ; CHARDON et
BRUGERE, 2014).

3.2.2. Larésistance acquise

La résistance acquise survient lorsqu'un individu d'une population de bactéries
normalement sensibles devient résistant. C’est le résultat d’une modification génétique :
mutation de géne endogéne ou acquisition d’un géne exogéne. Ce type de résistance
se manifeste sous 1’effet d’une pression de sélection, permettant ainsi aux bactéries ayant
acquis cette résistance de se multiplier en présence de l'antibiotique (BRYSKIER, 1999 ;
CARLE, 2009 ; CHARDON et BRUGERE, 2014).
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3.2.2.1.Par mutation de gene endogéne spontanement

L'apparition de la résistance est en général la conséquence d'une mutation spontanéequi
apparait dans le chromosome, en introduisant des substitutions d’acides aminés ou de bases
nucléiques dans les cibles moléculaires, leur faisant ainsi perdre leur affinité pourles
antibiotiques. De nombreux exemples de ce type de mécanismes ont été rapportés dans la
littérature pour différentes familles d’antibiotiques. Par exemple : la sensibilité aux béta-
lactamines peut étre diminuée par des mutations ou des réarrangements génétiques touchant
les PLP. La résistance chromosomique n'est pas facilement transférable a une autre cellule,
faute de mécanisme spécifique de transfert (COURVALIN et LECLERCQ, 2012;
CHARDOU et BRUGERE, 2014).

3.2.2.2.Par transfert horizontal de génes (HGT)

Le transfert horizontal de génes joue un role clé dans I'évolution des bactéries et la
propagation des geénes de résistance aux antimicrobiens. Les supports de génes
de résistance aux antibiotiques sont multiples tels que les plasmides, les transposons oules
intégrons, qui sont des éléments génétiques mobiles pouvant donc étre transférés
a différentes souches ou especes bactériennes (COURVALIN et LECLERCQ, 2012;
DA SILVA et MENDONCA, 2012 ; COURVALIN, 2016).

3.3. Transmission de la résistance

llexiste trois mécanismes de transfert d'’ADN qui permettent la propagation de génes de
résistance aux antibiotiques : la transformation (Capture de I'ADN libre), la transduction (via
le bactériophage) ou la conjugaison (DA SILVA et MENDONCA, 2012 ; CHARDOU et
BRUGERE, 2014).

3.3.1. Laconjugaison bactérienne

La conjugaison bactérienne est un mécanisme de transfert d'ADN actif tres efficace. Souvent,
plusieurs genes de résistance sont regroupés sur le méme plasmide en plus des
genes de transfert (facteur F) permettant ainsi le transfert et la propagation rapide de cette
résistance (voir figure09) (COURVALIN et LECLERCQ, 2012 ; CHARDOU et BRUGERE,
2014).

Ce transfert est un processus par lequel la bactérie donatrice émet ou exprime un canal, sorte

de filament creux au travers duquel I'ADN a transférer,est injecté dans la cellule réceptrice.
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3.3.2. Latransformation

La transformation correspond a la capacité qu’ont certaines bactéries dites compétentes
a capter de ’ADN nu exogéne, suite a la lyse de bactéries, présent dans son environnement
et a ’intégrer dans leur génome par recombinaison entre régions homologues. Ce mécanisme
d’échange génétique est peu fréquent du fait que seules quelques espéces bactériennes
pathogenes sont naturellement compétentes (voir figure 09) (COURVALIN et LECLERCQ,
2012 ; CHARDOU et BRUGERE, 2014).

3.3.3. Latransduction

Il s'agit d'un transfert d'/ADN bactérien partiel, par I'intermédiaire de bactériophages dont le
role est passif (vecteur). Lors de la phase d'encapsidation, il incorpore des genes
supplémentaires bactériens qui pourront étre transfectés dans une autre bactérie. Ce systéeme
est efficace ; cependant, la petite taille du génome des bactériophages (approximativement
de 40kb) limite la taille et le type des fragments qui peuvent étre incorporés (voir la figure 09)
(CARRIERE, 2007 ; COURVALIN et LECLERCQ, 2012 ; CHARDOU et BRUGERE,
2014).

Geéne(s)

de résistance Plasmide

Bactériophage

de résistance

Genes) sintégrant au chromosome
OuU aux

Figure 09 : Les différents mécanismes detransfert horizontal des genes de résistance

(CHARDOU et BRUGERE, 2014).
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L’accumulation réguliere de genes, endogenes et exogénes au sien d’'un méme génome,
codant pour ces différents mécanismes de résistance peut entrainer une résistance a haut
niveau ; parfois la résistance a un antibiotique confére une résistance a un autre antibiotique :
il s’agit de la résistance croisée aboutissant ainsi a 1’apparition des multirésistances
(CARLE, 2009 ; COURVALIN et LECLERCQ, 2012).

Ces bactéries résistantes (voir multirésistantes) sont ensuite transmis entre les différents
hotes, ce soit par contact direct ou indirect. Le schéma d’EWERS et al. (2012) ci-dessous

illustre les détails de cette transmission.

Elevages animales
Consommation et manipulation
de viandes contaminées

La vie sauvage
Animaux de compagnie

Contact direct

Pollution environnementale,
Consommation de viandes
crues

Transmission
interhumaine

Environnement

Sol, eaux, effluents et
fumier

Figure 10 :Schéma illustrant les différentes voies de transmission probables de
’antibiorésistance(EWERSet al. 2012).

3.4.Mécanisme de résistance

Les bactéries ont démontré leur capacité a croitre leurs résistances aux antibiotiques par
une multitude de mécanismes (COURVALIN et LECLERCQ, 2012).Les principales
stratégies utilisées sont décrites ci-dessous et illustrées dans la figure 12:
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3.4.1. Les mécanismes de résistance aux béta-lactamines

Il existe quatre mécanismes de résistance vis-a-vis des béta-lactamines. Ces derniers sont

détaillés ci-dessous (voir figure 12).

3.4.1.1.p-lactamases

Le principal mécanisme de résistance aux B-lactamines observé chez les entérobactéries est la
production d’enzyme inactivatrice :les B-lactamases, cesont des protéases de type sérine, qui
se lient aux B-lactamines de fagon covalente, entrainant 1’ouverture de leurs cycles B-lactames
au niveau de la liaison amide (voire figure 10), suite a I’activation d’une molécule d’eau,
donnant ainsi un acyl-enzyme qui sera ensuite dégradé en acide aminé inactif. Il existe une
grande variété de pB-lactamases, dont les p-lactamases a spectre étendu (BLSE) ; ce sont des
enzymes qui peuvent hydrolyser les pénicillines et les céphalosporines (CARLE, 2009 ;
COURVALIN et LECLERCQ, 2012 ; ELHANI, 2012 ; BECEIRO et al.,2013 ; DOI et al.,
2017).

// "H Eet&lactamase D/ \

5 S-.‘\
“/ E”3 Ser-OH HN\> ., ) HN\/

1
CDDH Ser COOH COOH
| Antibictioue inactif
Enzyme + Enz-OH

Figure 11 : Inactivation des béta-lactamines par les B-lactamases (ANONY ME 06).

3.4.1.2. Imperméabilité de la membrane externe

La membrane externe des bactéries est traversée par des protéines transmembranaires,  qui
forment des canaux hydrophiles appelées porines. Les béta-lactamines hydrophiles peuvent
également traverser la membrane externe par diffusion passive, en empruntant cette voie.
Cependant, des résistances par diminution de la perméabilité ont été rapportées chez E.coli
suit a une altération quantitative ou qualitative des porines. Ce mécanismeest souvent associé
a d’autres mécanismes de résistance: efflux actif et/ ou production de -

lactamases(COURVALIN et LECLERCQ, 2012).
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3.4.1.3.Efflux actif

Le systeme efflux est constitué chez les entérobactéries de trois protéines :
- Une, insérée dans la membrane cytoplasmique jouant le rdle de pompe ;
- Une seconde est périplasmique, elle formerait un lien entre la pompe et la porine ;
- Une troisieme, qui est une porine insérée dans la membrane externe, assurant

le passage au travers de cette membrane.

Ce systéme agit en expulsant activement des produits toxiques, comme les antibiotiques vers
le milieu extérieur (COURVALIN et LECLERCQ, 2012).

3.4.1.4.Modification de PLP

Plusieurs facteurs peuvent concourir a cette résistance (CARLE, 2009 ; COURVALIN et
LECLERCQ, 2012) :
- Une perte d’affinité des p-lactamines pour les PLP soit par mutation oupar
acquisition de génes codant pour des PLP d’affinité diminuée ;

- Une hyperproduction de PLP normales.

3.4.2. Les mécanismes de résistance aux aminosides

La diminution de I’affinité des aminosides vis-a-vis leurs cibles est le principal mécanisme de
résistance des bactéries aux aminosides. Cette diminution d’affinité a lieu :

- Soit par altération de la cible qui survient par mutation de ’ARN 16S ;

- Soit par modification des aminosides par des enzymes bactériennesaffectant ainsi leur

fixation sur I’ARN 16S causant la perte de son activité.

Il existe cependant d’autres mécanismes de résistance aux aminosides qui sont:
I’imperméabilit¢ membranaire et le systeme d’efflux actif (COURVALIN et LECLERCQ,
2012).

3.4.3. Mécanismes de résistance aux quinolones

La résistance aux quinolones est due soit a des mutations chromosomiques (COURVALIN et
LECLERCQ, 2012) :

- La diminution d’affinité des quinolones vis-a-vis des cibles intracellulaires que sont
les enzymes ADN gyrase e I’ADN topoisomérase IV,par modification de ces
dernieres ;

- La diminution de [’accumulation intracellulaire de [D’antibiotique, par défaut

de pénétration passive et / ou excrétion active.
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Soit a un transfert de genes (COURVALIN et LECLERCQ, 2012) :
- Des protéines Qnrplasmidique qui agirait en protégeant I’ADN gyrase de la fixation
de quinolones.

3.4.4. Mécanismes de résistance aux tétracyclines

Le principale mécanisme de résistances vis-a-vis ces antibiotiques est le systéme d’efflux. Les
génestet codent pour des protéines membranaires qui permettent I’efflux de I’antibiotique
hors de la cellule, empéchent son accumulation intracellulaire et sa fixation au ribosome.
Un autre mécanisme de résistance est la protection du ribosome, via I’expression de protéines
cytoplasmiques qui se fixent sur le ribosome, empéchant ainsi la fixation de I’antibiotique et
entrainant son relargage vers le milieu extérieur et rendent au ribosome sa conformation
originelle (COURVALIN et LECLERCQ, 2012).

3.4.5. Mécanismes de résistance aux polymyxines

Le mécanisme de résistance aux polymyxines est la modification du lipide A, ou dansdes cas
rares la perte totale du lipopolysaccharide, ce qui entraine une diminution de
I'efficacité de la polymyxine. Un autre mécanisme de résistance utilisé par les bactéries vis-a-
vis de ces molécules et la diminution de la perméabilité (COURVALIN et LECLERCQ,
2012 ; YUN LIU et al., 2016).

3.4.6. Mécanismes de résistance a I’association sulfamides et triméthoprime

De toutes les familles d’antibiotiques, I’association sulfamide-triméthoprime possede
indiscutablement la plus grande diversité des mécanismes de résistance acquise
(COURVALIN et LECLERCQ, 2012).

3.4.6.1. Les sulfamides

Des mutations au niveau du dihydrofolate synthétase (DHPS) existent chez les bactéries Gram
négatif. Elles aboutissent a la formation de DHPS mutants ayant une affinité moindre pour les
sulfamides. Le support génétique de ces mutations étant plasmidique, les bactéries ayant
acquis cette résistance se retrouvent ainsi avec deux DHPS: la DHPS chromosomique
sensible et une DHPS plasmidique résistante qui permettra d’effectuer la synthése
de la tétrahydrofolate, donc la synthese de thymine (COURVALIN et LECLERCQ, 2012).
Un autre mécanisme de résistance utilisé par les bactéries vis-a-vis de ces molécules est la
sur-production de la cible (COURVALIN et LECLERCQ, 2012).
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3.4.6.2.Les triméthoprimes

Les mécanismes de résistance vis-a-vis la triméthoprime sont nombreux et variées ; il
existe des résistances chromosomiques naturelles et d’autres acquises via le transfert de
génes(COURVALIN et LECLERCQ, 2012).

Parmi les résistances chromosomiques naturelles :la modification qualitative ou quantitative
du dihydrofolate réductase (DHFR). La premiére consiste en la substitution de
certains acides aminés de la DHFR, responsables d’une moindre affinit¢é pour
le triméthoprime. La seconde par la production accrue de la DHFR. La résistance au
triméthoprime peut aussi étre due a une surexpression de pompes d’efflux actifet /ou
diminution de la perméabilité membranaire (COURVALIN et LECLERCQ, 2012).

La résistance autriméthoprime peut aussi étre acquise par transfert de genes plasmidiques, les
bactéries se retrouve donc avec deux DHFR : I’enzyme chromosomique sensible et une
enzyme plasmidique résistante au triméthoprime(COURVALIN et LECLERCQ, 2012).
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Figure 12 : Les différents mécanismes de résistance aux antibiotiques(CHARDOU et BRUGERE, 2014).
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4. Lavirulence et facteurs de virulence

La capacité d’E.colia provoquer des infections extra-intestinales dépend largement de
plusieurs facteurs de virulence nécessaires pour sa survie dans des conditions defavorables.
L'identification des facteurs de virulence est importante pour la compréhension de la
pathogenese bactérienne et de leurs interactions avec I'ndte (AL-SAIEDI et AI-MAYAH,
2014).

4.1. Définitions

4.1.1. Lavirulence

La virulence est définie comme étant ’intensité de la maladie causée par un organisme.
Il est de plus en plus évident que la virulence est trés complexe et dépend de I'interaction entre
I'nGte et le micro-organisme (LOVE et JONES, 2008).

4.1.2. Les facteurs de virulence

Selon LOVE et JONES (2008), deux définitions ont été attribuées aux facteurs de
virulence :
- Un facteur de virulence est un composant d'un agent pathogéne qui, lorsqu'il est
supprimé, altére spécifiqguement la virulence mais pas la viabilité ;
- Si P’expression dun produit génique microbien,permet a un agent pathogene de

causer un dommage a la cellule hote alors ce produit est un facteur de virulence.

4.2.Les facteurs de virulence

4.2.1. La résistance au sérum

La résistance a 1’activité bactéricide du complément ou la résistance au sérum est
nécessaire a la survie des bactéries dans le sang ; elle est considérée comme étant un facteur
important dans la virulence des APEC (DZIVA et STEVENS, 2008 ; ROBINEAU et
MOALIC, 2010).Les bactéries exposées au sérum de leurs hotes sont soumises a I’effet
antibactérien du systeme du complément. Toutefois, ces dernieres ont développédes

mécanismes pour échapper a cette attaque immunitaire (GARZA et al., 2017).
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4.2.1.1.Le systeme complément

Le sérum renferme une trentaine de protéines du systeme complément. Ce dernier est un
¢lément crucial de la réponse immunitaire innée de 1’hote ; cependant, il peut aussi déclencher
une réponse adaptative (MIAJLOVIC et SMITH, 2014).

Suite a une infection, la cascade du complément peut étre activée a travers trois voies
distinctes : classique, lectine et la voie alternative (ABREU et BARBOSA, 2017).
MIAJLOVIC et SMITH (2014) ont détaillé les trois voies du complément et leurs modes
d’activations respectifs :

- L’activation de la premiére voie est déclenchée par la formation d’un complexe

immunitaire : Ag-1gG ;

- Ladeuxieme, par des résidus de sucre retrouveés sur la surface des cellules bactériennes ;

- Par contre, la troisiétme voie ne nécessite pas la reconnaissance d’une molécule
spéecifique au pathogéne pour étre activée ; elle est activée par 1’hydrolyse spontanée de
C3dans le plasma.

Aprés la formation de la C3 convertase, les trois voies convergent vers une voie terminale
commune menant a la formation du complexe d’attaque membranaire (MAC). Ce dernier
forme des pores transmembranaires sur la membrane des bactéries cibles, causant ainsi leurs
morts par lyse cellulaire (MIAJLOVIC et SMITH, 2014 ;ABREU et BARBOSA, 2017).

4.2.1.2.Mécanismes de résistance au sérum (voir figure 13)

L'étude de la résistance au sérum des APEC a permis d’identifier plusieurs mécanismes
contribuant & ce phénotype, a savoir la production d’une capsule et l'expression de facteurs.
Ces derniers agissent a différents niveaux : blocage de ’accés du complexe MAC a la surface
bactérienne, défaut d’activation ou de liaison de certains intermédiaires, dégradation des

intermédiaires (MAINIL, 2003 ; MIAJLOVIC et SMITH, 2014).

4.2.1.2.1. Lacapsule

La production d'une couche de polysaccharide, de protéines et de glycoprotéines associée a la
surface des cellules, connue sous le nom de capsule, est commune chez E. coli qui cause la
bacteriémie. L'expression de la capsule fournit une barriére stérique qui empéche le dép6t des
facteurs du complément et inhibe I’efficacité de la I’opsono-phagocytose protégeant ainsi, les
membranes extérieures des défenses de I'hote(LOVE et JONES, 2008 ; MIAJLOVIC et
SMITH, 2014).
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La production de capsules K1, K2 et K3 prédomine chez les souches d’E.colipathogenes
extra-intestinales (MIAJLOVIC et SMITH, 2014 ;ABREU et BARBOSA, 2017).
Le polysaccharide capsulaire K1 est composé d'acide sialique. Le Facteur H, qui est le
principal régulateur soluble de la voie alternative, lie les poly-anions tels que I'acide
sialique ;en consequence, une régulation negative de la voie alternative a lieu. Ainsi, les
bactéries encapsuléessont protégées contre I'attaque du complément (ABREU et BARBOSA,
2017).

Plusieurs sérotypes de 1’antigéne O sont aussi associés a la résistance au sérum. L’antigéne O
agit en activant le complément loin des sites cibles de la membrane externe ou en bloquant les
sites de liaison (MIAJLOVIC et SMITH, 2014).

De récentes études ont montré que I'acide colanique, qui est un exoplysaccharide, contribue
également a la survie EXPEC dans le serum (MIAJLOVIC et SMITH, 2014).

4.2.1.2.2. Les protéines de la membrane externe

Les souches résistantes a 1’effet bactéricide du sérum produisent des protéines localisées au
niveau de la membrane externe. Ces protéines sont codées par des genes plasmidiques :
iss(IncreasedSurvival inSerum) et traT, portés sur des plasmides ColV; ou chromosomiques :
OmpA (Outer membrane proteinA)ou autres codant pour des protéines de structure de la
membrane externe (MAINIL, 2003).

4.2.1.2.2.1.Les protéines codées par des génes plasmidiques

le génelss est associé aux APEC ; ce gene est plus freguemment trouvé chez les souches
pathogénes que non pathogenes (NAKAZATO etal., 2009). MIAJLOVIC et SMITH (2014)
évoquent une augmentation de la survie des souches exprimant le géneiss dans le sérum,
méme si ce mécanisme reste indéterming, il a été suggéré que I’Issinterfere dans I'action du
MAC.

L'expression de TraT conduit a la formation d’une lipoprotéine de la membrane externe.
Celle-ci peut empécher le dépbt du C3 sur la surface bactérienne et affecterla perméabilité de
la membrane externe (MIAJLOVIC et SMITH, 2014).

Ainsi, I’inactivation de I’effet bactéricide du sérum peut €tre causée par un ensemble de
protéines codées par des plasmides, ce qui explique I’émergence de bactéries qui présentent

cette résistance (LOVE et JONES, 2008 ; MIAJLOVIC et SMITH, 2014).
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4.2.1.2.2.2.Les protéines codées par des genes chromosomiques

Afin de,protéger les cellules du soi, des effets lytiques et inflammatoires résultant de
I'activation du complément, une régulation négative de ce dernier est assurée pardes protéines
régulatrices de ’hote. L'une des stratégies adoptées par les souches d’E.coli, résistantes au
sérum, est la fixation de ces régulateurs du complément (ABREU et BARBOSA, 2017).Ces
souches possédent au niveau de leurs membranes externes des protéines (OmpA, OmpW),

ayant la faculté de fixer ces régulateurs.

4.2.1.2.2.2.1. Laprotéine A de la membrane externe (OmpA)

La protéine A de la membrane externe (OmpA) est une protéine impliquée dans la résistance
au serum. Elle est abondante et hautement conservee dans les souches d'E.coli ;la survie de
ces dernicres dans le sérum est favorisée par 1’expression de cette protéine.

Il a été montré que I’OmpAd’E.coli K1 se lie au composé 4 du complément (C4BP), qui est
une protéine régulatrice du complément. C4BP liée a OmpA reste fonctionnelle, agissant
comme cofacteur du facteur I, une serine protéase qui dégrade C4b et C3b inhibant ainsila
formation de C3 convertase de la voie classique du complément. L'interaction de I’OmpAavec
C4BP pourrait potentiellement permettre une régulation négative du complément surla surface
bactérienne, contribuant de ce fait a leur survie et dissémination (MIAJLOVIC et SMITH,
2014 ;ABREU et BARBOSA, 2017).

Une autre protéine appelée new lipoprotéineNlIpl, interagit avec OmpA ; cette interaction
peut étre nécessaire pour la fonctionnalité OmpA(MIAJLOVIC et SMITH, 2014 ; ABREU et
BARBOSA, 2017).

4.2.1.2.2.2.2. Laprotéine W de la membrane externe (OmpW)

Plus récemment, une protéine de la membrane externe OmpW, qui est présente chezun

grand nombre de bactéries Gram négatif, s'est révélée lier FH, le principal régulateur soluble
de la voie alternative de complément.
Des tests sur ’activité bactéricide du sérum ont été effectués, montrant que I’OmpWconfére
un certain degré de protection contre la mort médiée par la voie alternative du complément ;
cependant, des essais supplémentaires seront nécessaires pour déterminer si FH lié a OmpW
reste fonctionnel(ABREU et BARBOSA, 2017).

4.2.1.2.2.2.3. La protéine C de la membrane externe (Omp C)
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L'OmpCest un agent immunogene majeur, se trouvant a la surface d’E.colietagissant comme
lacible pour I'anti-OmpC : IgG. Elle favorise le dép6t de Clq, produit du clivage du C1, et
I'induction dela voie anticorps dépendante : la voie classique du complément (MIAJLOVIC
et SMITH, 2014).

La perte d'OmpCaugmente la résistance au serum, cela est due au faite quecette derniéres

n’est plus exposée a la surface des cellules bactériennes réduisant ainsi, 1’activation de la voie

classique du complément (MIAJLOVIC et SMITH, 2014)
Acide

colanique '[

i

Membrane
externe

)
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—

Figure 13 : Différents mécanismes de résistance au sérum utilisés par les
APEC(MIAJLOVIC et SMITH, 2014).

4.2.2. Lafixation du rouge Congo

Selon LA RAGIONE et WOODWARD (2002) ; NAKAZATO etal. (2009), la capacité de lier
le colorant acide diazole hydrophobe, le rouge Congo, a été observée chez les APEC. Le
rouge Congo a une affinité pour le polysaccharide de la capsule bactérienne (LA

RAGIONE et WOODWARD,2002).
Certains auteurs ont proposé I’utilisation de cette caractéristique comme marqueur de

virulence sur ces micro-organismes, en utilisant ce colorant bactériologique, comme
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composant important dans le milieu pour déterminer la production de polysaccharide
(NAKAZATO et al., 2009 ; HAWKINS etal., 2017) ; ceci permet de différencier les micro-
organismes pathogénes et les non pathogenes (AL-SAIEDI et AL-MAYAH, 2014). Les
isolats d’E.coli liant ce colorant sont considérés comme étant invasifs (LA RAGIONE et
WOODWARD, 2002).

4.2.3. La production de I’hémolysine

L’hémolysine est une toxine cytolytique ; il s’agit d’une protéine sécrétée par certains isolats
d’E.coli(VAISH etal., 2016). Sa production est généralement associée a la pathogénicité des
E.coli responsables des infections les plus séveres (AL-SAIEDI et AL-MAYAH, 2014). Selon
LA RAGIONE et WOODWARD (2002), une minorit¢ d’APEC sont hémolytiques. Des
auteurs tels que NAKAZOTO etal. (2009) ont rapporté la production de toxines
cytolytiques par les APEC ; cependant, les mécanismes d’actions des hémolysines produite

par ces derniéres sont trés peu rapportés dans la littérature.

4.3. Relation entre la résistance aux antibiotiques et la virulence

La résistance aux antibiotiques est souvent associée a une infection et est donc également liée
a la virulence. Bien que la résistance aux antibiotiques n'est pas en soi un facteur de virulence,
dans certaines situations, c'est un facteur clé dans le développement de l'infection (BECEIRO
etal., 2013). Du point de vue biologique, I'acquisition de résistance ou de traits de virulence
peut représenter un avantage pour la survie des micro-organismes.Les mécanismes de
virulence sont nécessaires pour surmonter les systemes de défense de I'hdte et le
développement de la résistance aux antimicrobiens est essentiel pour permettre aux bactéries
pathogénes de surmonter les traitements antimicrobiens (DA SILVA et MENDONCA, 2012 ;
BECEIRO et al., 2013).

Une hypothese expliquant ce phénomeéne a été établie par DA SILVA et MENDONCA
(2012), selon laquelle les déterminants génétiques de la virulence sont situés sur le support
génomique de la résistance aux antimicrobiens, tels que les plasmides, les transposons ou les
intégrons et peuvent donc étre co-mobilisés sous la  pression  sélective
antimicrobienne,jouantainsi un role crucial dans la propagation de la résistance aux
antibiotiquesmais aussi dans la propagation de la virulence.Ceci a déja été observé chez les
APECou la résistance a plusieurs antibiotiques a été reliée a la présence de plasmides, qui

sont également responsables de la transmission horizontale des facteurs de virulence.
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Cette association n’est cependant pas systématique vue qu’une résistance accrue est
associee dans la plupart des cas, directement ou indirectement, avec la diminution de la
virulence (BECEIRO etal., 2013). En 2012, DENAMUR et PICARD ont établiune
corrélation entre la présence de gene chez les EXPEC, codant pour la résistanceaux

quinolones avec la perte partielle ou totale de traits de virulence.

4.4 Relation entre les APEC et les extra-intestinal infectant les humains

Pour adhérer, coloniser, envahir et enfin provoquer une infection, les souches APEC utilisent
un ensemble de traits de virulence (CUNHA etal., 2014). Tout commechez les EXPEC
humains, les APEC peuvent exprimer un répertoire diversifié et hétérogénede géne de
virulence, grace a leur potentiel zoonotique. D’aprés STROMBRRG etal. (2017), Les APEC
pourraient étre transmit aux humains par la consommation de viande contaminée.

CUNHA etal. (2014) ont souligné que la volaille serait un réservoir pour les EXPEC
humains (voir figure 13) représentant ainsi, un risque pour la santé publique. Ils ont montré
que certains clones des APEC sont trés semblables aux pathotypes extra-intestinaux qui
affectent les humains (UPEC : E.coliuropathogene, NMEC : E.coli causant une méningite
néonatale). L’exemple le plus connu est I’antigéne capsulaire K1, des E.coli associés a des

méningiteschez 1’homme et a des infections systémiques chez la volaille (MAINIL, 2003).
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Matériel et méthodes
Objectif

L’étude du comportement de 50 souches d’E.colid’origine aviaire potentiellement
pathogenesvis-a-vis de 24 antibiotiquesa été réalisée, suivi des essais de conjugaison
bactérienne, afin de déterminer le support génétique de la multirésistance. Par ailleurs, dans
un second volet, trois facteurs de virulences ont été mis en évidence phénotypiquement chez
les souches étudiées, a savoir: la résistance au sérum, la fixation du rouge Congo et
I’hémolysine.L’objectif de cette étude, étant d’établir une corrélation entre les profils

d’antibio-résistance et la présence potentielle de facteurs de virulence.

1. Matériel
1.1.Matériel biologique

1.1.1. Souches testées

Cinquante souches d’E.colid’origine aviaire ont fait I’objet de cette étude. Elles ont été fourni
par le laboratoire régional vétérinaire de Draa Ben kheda. Ces dernieres étaient issues de
Iésions de colibacillose(isolées a partir d’organes) et de matieres fécales issues de poules
infectées,provenant dedifférentes régions du centre Algérien, dont : Tiziouzou, Béjaia, Bouira,

Boumerdeés, Bourdj Bou Arreridj, Alger et Msila.

1.1.2. Souches de références

Les souches de références utilisées sont les suivantes :E.coliATCC 25922pour le contrble de
la qualit¢ de I’antibiogramme etE.coliK12 (AZ") comme souche réceptrice pour la

conjugaison bactérienne.
1.2. Matériel du laboratoire

Le matériel utilisé est celui du laboratoire de biochimie analytique et de biotechnologie ou
nous avons effectué un stage de 22 semaines (I’annexe 01 renferme la liste du matériel du

laboratoire utilise).

2. Méthodes

2.1.  Isolement

L’isolement des souches d’E.colia été effectuésurmilieu sélectif DCLS (Désoxycholate-
citrate-lactose-saccharose) en utilisant la méthode de dilution par stries.Un second isolement

sur ce méme milieu a permis de s’assurer de la pureté des souches isolées.
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2.2 1dentification

Afin de, déterminer si les souches bactériennes sont bien des E.coli, une identification en
deux étapes a été effectuée :
- Une étude macroscopique des colonies et une observation microscopique de frottis
colorés (coloration de Gram),pour mettre en évidence les caractéristiques propres a
E.coli;
- Un ensemble de tests biochimiques pour étudier leurs métabolismes. La technique

ainsi que les détails des tests sont résumés dans le tableau |.

Tableau I: Identification : Principaux tests biochimiques de I’identification d’E.coli.

Tests . o
o Le milieu | Ensemencement Réactifs Lecture
biochimiques
Uréase + : rouge
Test de violacée
I’Uréase Uréase - : reste
orange
Ensemencer le TDA+ : précipité
) Test de la .
Test Urée- . milieu avec les brun chamois
Milieu TDA:
Indole et la souches a tester TDA- : Absence de
Ferguson _ _ perchlorure de o
TDA puis les incuber ; précipité
er
a 37°C pendant
24h. Test de Indole + : Formation
I’Indole : d’un anneau rouge
Réactif de Indole - : Absence de
Remarque : Kovacs coloration rouge
Citratase + :
_ Milieu Le milieu citrate coloration bleu
Test Citratase ) . Test de )
citrate de | de Simmons est _ Citratase - °
) ) Citratase
Simmons | ensemence en Absence de
stries (milieu en coloration
Test Nitrate Bouillon | pente). RN1:acide | Nitrate réductase+ :
réductase nitraté sulfanilique coloration rouge
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Nitrate réductase- :
RN2 : Absence de
Naphtylamine coloration

2.3. Antibiogramme

Les antibiogrammes ont été réalisés suivant les recommandations du Comité des

antibiogrammes de la Société Francaise de Microbiologie (CA-SFM,2017).

2.3.1. Principe

L’antibiogramme est un examen permettant d’évaluer la sensibilité d’une bactérie Vvis-a-vis
d’un ou plusieurs antibiotiques.

Lors de cette étude,la méthode de diffusion en milieu gélosé a été appliquée suivant la
norme NF U47-107. Elle est basée sur 1’observation de la croissance bactérienneen présence
d’un gradient de concentration d’antibiotique obtenu par diffusion des disques d’antibiotiques

déposés sur milieu gélosé.

2.3.2. Milieu utilisé

La gélose Mueller Hinton est coulée dans des boites de Pétri sur une épaisseur de 4 mm.

2.3.3. Technique
2.3.3.1. Préparation de ’inoculum

- Les souches testées sont revivifiées sur bouillon HIB, puisincubées a 37°C pendant 18h ;

- Apres incubation, les souches revivifiées sont ensemencéespar la méthode des cadrans
sur gélose Mueller-Hinton.Les boites ensemencées sont incubées a 37°C pendant 24h ;

- A partir de la culture pure ensemencée sur MH, deux colonies sont prélevées
puissuspendues dans 10ml d’eau physiologique stérile.La suspension est ensuite
bienhomogeénéisée a I’aide d’un vortex ;

- Ladensite optique de la suspension bactérienne est ajustée a une longueur d’onde de 625
nm & une valeur de 0,08 20,1 équivalente & une charge de 10°® cellules/ml ;

Une dilution au 1/100 est ensuite réalisée afin d’ajuster la charge de la suspension

bactérienne 2107 cellules/ml.

2.3.3.2. Ensemencement
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- L’ensemencement se fait sur milieu MH, par inondation de la surface enti¢re de la
gélose en versant 3 a 5ml de la suspension bactérienne standardisée ;
- Apres quelques minutes,I’excés est rejeté et les boites sont laisséessecherl5min,a

température ambiante.

2.3.3.3. Application des disques d’antibiotiques et incubation
- A l’aide d’une pince stérile, les disques d’antibiotiques sont placésa la surface de la
gélose a une distance de 3cm les uns des autres ;
- Une phase de pré-diffusion des antibiotiques a température ambiante est nécessaire avant

I’incubation a 37°C pendant 24 heures.

2.3.4. Lecture
- Les diamétres des zones d’inhibitions sont mesurés a 1’aide d’une régle puis comparés
aux diametres critiques figurant dans lesrecommandations du CA-SFM (2012, 2016 et
2017) ;
- Les souches bactériennes sont ensuite classées en fonction de leurs zones
d’inhibitionsen 3 catégories : Sensibles (S), Résistantes (R), Intermédiaires (I)

(Pinterprétation est faite selon les critéres du CA-SFM).

2.4.Le contrdle de qualité

Le contrble de qualité a été effectué dans les mémes conditions que les antibiogrammes,
a I’aide de la souche de référence E.coliATCC25922¢t ce, afin des’assurer de la précision des

résultats obtenus.

La liste des antibiotiques testés et leurs charges sont présentées dans le tableau suivant :

Tableau Il : Les disques d’antibiotiques et leurs charges.

Famille et sous- Famille Nom d’antibiotique - Charge
o Abréviation
des antibiotiques (1g)
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Ampicilline AMP 10
Amino-pénicilline et A
association Amoxicilline AMX 30
Augmentin :
Amoxicilline + acide AMC 30
clavulanique
Carboxy- pénicilline Ticarcilline TIC 75
[72)
qg Céphalosporine de Cefazoline cz 30
6re yAnA H
g 1™ géneration. Céfalotine KF 30
©
::‘f Céphalosporine de Ceéfotaxime CTX 30
Mme (A Avati
= 37 generation. Céftazidime CAZ 30
Céphalosporine de ,
45 génération. Cefepime FEP 30
Ertapénéme ETP 10
Carbapénemes
Imipénéme IPM 10
Monobactame Azetreonam ATM 30
Amikacine AK 30
Kanamycine K 30
Aminosides —
Gentamicine GEN 10
Tobramycine TOB 10
Tétracycline Tétracycline TE 30
Polymyxine Colistine Cs 10
Péfloxacine PEF 5
Ofloxacine OFX 5
Quinolones et fluroquinolones Acide nalidixique NA 30
Acide pipémidique PA 20
Ciprofloxacine CIP 5
Association de Triméthoprime et Co-trimoxazole SXT o5

sulfaméthoxazole

2.5.Recherche des p-lactamasesa spectre élargi ou étendu (BLSE)

2.5.1. Principe et technique
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Ce test a eté effectué suivant les recommandations du CA-SFM sur milieu Mueller-Hinton, en
utilisant la méthode DDS (Double Disque Synergie) quiconsiste a rechercher une synergie
entre un disque contenant un inhibiteur de béta-lactamase (Amoxicilline-acide clavulanique)
et un disque de céphalosporine de troisieme génération (Céfotaxime)ou 1’Azetreoname. Ces

disques doivent étre placés a une distance de 25 a 30 mm sur un méme axe.

2.5.2. Lecture

L’observation d’un aspect en bouchon de champagne sur 1’antibiogramme, permettra de

décelerla présence d’une BLSEchez les souches bactériennes étudiées.

2.6. Conservation de souches

Les souches isolées, purifiéeset identifiéesont été conservéesen piqure centralesur gélose de

conservation, apartir des cultures pures sur milieu MH.

2.7.La conjugaison bactérienne

La conjugaison bactérienne a étéeffectuée, afin de déterminer le support génétique
(plasmidique ou chromosomique) de la résistance aux antibiotiques. A partir de souches
donatrices multirésistantes(aux R-lactamines, quinolones et tétracycline),des essais detransfert
du caractere derésistance a I’amoxicilline et I’acide Nalidixique ont été réalisées.Le protocole
adopté est inspiré des travaux de BAKOUR etal.,1983 ; COURVALIN et al., 1985. La souche
réceptrice utilisée est E.coliK12 (AZF) et les souches donatrices sont : E10,E16, E31,etE40

(voir le profil d’antibiorésistanceen annexe 04).

2.7.1. Technique

- Des solutions mere d’amoxicilline et d’azide de sodium sont préparées selon les
concentrations indiquées dans le tableau 111 ;

- Les souches donatrices et la souche réceptrice sont revivifiées respectivement sur BHIB
additionné d’Amoxicilline et BHIB additionné d’azide de sodium et ensuite incubéesa
37°C pendant 24h;

- Afin de confirmer la pureté et le caractere résistant des souches donatrices et de la
souche réceptrice, ces dernieres sont ensemencées sur MH contenantde 1’amoxicilline et
sur MH contenant de I’azide de sodium respectivement, puis incubéesa 37°C pendant
24h ;

En parall¢les, les souches donatrices sont ensemencées sur MH contenant de 1’azidede

sodium, la souche réceptrice est ensemencée sur milieu MH contenant 1’acide
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Nalidixique et sur milieu MH contenant 1’amoxicilline, pour s’assurer de la sensibilitéde
ces derniéres a ces agentsselectifs ;

Une fois revivifiées les souches sont mises en contact : 1ml de la souche donatriceet 2ml
de la souche réceptrice, sont déposées en spot au centre d’une boite de milieu MH.
Celle-ci est incubée a 37°C pendant 24h;

Aprés incubation, un développement de colonies est observé; ces dernieressont
prélevées et mises en suspension dans 200ul d’eau physiologique stérile. La suspension
est ensuitevortexéepour bien homogénéiser ;

La totalitt de la suspensionest ensemencéepar étalement sur boites de
sélectiondestransconjugantscontenant duMueller-Hintonadditionné
d’agentssélectifs : amoxicilline ou 1’acide Nalidixique et 1’azide de sodium (selon des
concentrations critiques indiquées dans le tableau I11), et enfin incubéesa 37°C pendant
24h.

2.7.2. Lecture

L’observation de colonies sur les boites de sélection correspond a un développement

detransconjuguantsrésistants a 1’amoxicilline ou I’acide Nalidixique et a I’azide de sodium, ce

qui nous permet de conclure que la résistance a 1’amoxicilline ou 1’acide Nalidixique est

plasmidique. Dans le cas contraire, la résistance est & médiation chromosomique.

N.B.:
- Deux essais de transfert de genes, codant pour la résistance al’Amoxicilline et a
I’acide Nalidixique,ont été réaliséespour chaque souche ;
- Lesconcentrations finales des agents sélectifs utilisées lors de la conjugaison, sont
présentées dans le tableau suivant :
Tableau 111 : Détails des préparations utilisées pour la conjugaison.
Donatrices , . Transconjuguants
Souches Reéceptrice Jug
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AMX (16 | NA (16
Concentration AZ pg/ml) pg/ml)
. AMX NA AZ
finaledes agents (300 + +
sélectifs (16ug/ml) | (16pg/mi) | oy | GOORI/MD |87 300 | AZ (300
Hg/ml) pg/ml)

AMX : Amoxicilline ; AZ : Azide de sodium ; NA : Acide Nalidixique
2.8.Recherche de facteurs de virulence

Afin d’évaluer la virulence des souches testées, les facteurs de virulence suivants, ont été

recherchés : la Résistance au sérum, la fixation du rouge Congo et I’hémolysine.

2.8.1. La résistance au sérum

La résistance au sérum humain consiste en la résistance des bactéries au systeme
complément, elle est déterminée par la technique en spot sur milieu solide de FIERER et al.
(1972).

2.8.1.1.Technique

- Les souches a tester ont été revivifiée sur bouillon HIB et incubées a 37°C pendant 18h ;

- A partir de la culture en phase exponentielle, 20ul ont été prélevés et ensemencésdans
I’eau physiologique stérile (dilution 1/500) ;

- 100ul ont été prélevés a partir de cette dilution ; puis ensemencés par étalement sur
milieu gélosé Mueller-Hinton, et incubés a 37°C pendant 15min pour une meilleure
absorption ;

- 50pl de sérum humain ont ensuite été déposés au centre de la boite. Celle-ci est incubée
a 37°C pendant 24h.

2.8.1.2.Lecture
Un développement au centre de la boite, témoignera de la résistance des souchesau

sérum ; tandis que 1’absence de développement sera synonyme d’une sensibilité.

2.8.2. Lafixation du rouge Congo
2.8.2.1.Milieu utilisé

Le milieu utilisé est le Tryptase-Soja-Agar (TSA) additionné du rouge Congo a raison de
0,02% (le colorant est incorpore a la gélose lors de la préparation). La technique décrite ci-
dessous est inspirée des travaux MELLATA, 1998 ; AL-SAIEDI et AL-MAYAH (2014).

2.8.2.2. Technique
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Aprés avoir coulé les boites de Pétri, un ensemencement en stries a été effectué a partir
d’un milieu d’enrichissement des souches concernées (BHIB).Ces dernieres ont ensuite été
incubées a 37°C pendant 24h.

2.8.2.3.Lecture

Letest est considéré positif,lorsqu’il y a développement de colonies rouges, ce qui correspond
a ’expression phénotypique de la fixation du colorant. Les colonies blanches sont considérées

comme avirulentes.

2.8.3. Test de I’hémolysine
2.8.3.1.Milieu utilisé

La gélose Columbia a été préparee, puis autoclavee et additionnée de sang humain a

raison de 5%.

2.8.3.2.Technique
- Les souches étudiées ont eté revivifiéessurBHIB et incubées & 37°C pendant 24h ;
Les souches revivifiées ont été ensemencées en stries sur la gélose Columbia additionnée
de sang et incubées a 37°C pendant 24h (AL-SAIEDI et AL-MAYAH, 2014).
2.8.3.3.Lecture

Trois cas de figures peuvent étre observes :
- Développement de colonie entourée d’un halo blanc, correspondant & une hémolyse
compléte des globules rouges : il s’agit de I’hémolysine 3 ;
- Lorsque I’hémolyse est incompléte, les colonies sont entourées d’un halo verdatre, ce
qui est caractéristique de I’hémolysine o ;
- S’il n’y a pas de développent ; cela signifie que la souche testée est non hemolytique : il

s’agit de hémolysine y.
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2.9. Analyse statistique
Afin de déterminer I’existence d’une corrélation entre 1’antibiorésistance et la virulence, une

analyse statistique a été effectuee

2.9.1. Test de Khi-deux

Le test statistique adéquat est le test d’indépendance de Khi-deux, qui permet d’établir une
relation entre deux caractéres qualitatifs chez une population de 50 souches : nous avons 24
modalités pour I’antibiorésistance (les 24 antibiotiques) et 3 modalités pour la virulence

(résistance au serum, fixation du rouge Congo et I’hémolysine).

Des hypotheéses de départ sont formulées :
Ho= il n’ya pas de lien entre 1’antibiorésistance et la virulence.

H;= il y a un lien entre I’antibiorésistance et la virulence.

2.9.2. Lecture

Selon la valeur du P-value, nous déduirons s’il ya un lien ou non :

- Si p-value <o(risque supposé par I’expérimentateur = 5%) ; donc, 1’hypothése Hg est
rejetée et Hy est accepté.
- Si p-value >o;donc, I’hypothése Ho est acceptée.
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204 souches fournit par
le L.R.V de DBK

\2

Revivification sur BHIB
Le 1¢r: Sélection des

¥ —> Entérobactéries.
Deux isolements sur
Le 2éme : purification des
DCLS IO_
: coloniesrouges.
—> - Urée- indole. —
Identificationdes - TDA.
souches suspectes —> -Citratase. ) )
d’E. coli ] — 50 souchesd’E.coli
: —> -Nitrate réductase.
—> -Colorationde Gram.
- !
W Conservation des
[Antibiorésistance] souches Tests de virulence

\ 4 \l/ \L \lf

_ Recherche Transfert des caractéeres Résistance , .
Antibiogramme Heémolysine Rouge Congo

de BLSE de résistances par au sérum
conjugaison

L.R.V. : laboratoire régional véterinaire ;DBK :Draa Ben kheda ; BHIB :Brainheart infusionBroth ; DCLS :Désoxycholate- Citrate-Lactose-
Saccharose ; E.coli :Escherichia coli ; TDA :Tryptophane désaminase ; BLSE :Béta-lactamase a spectre étendu.

Figure 14: Schéma récapitulatif de la démarche expérimentale.
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1. Résultats
1.1. Isolement

Les isolements réalisés sur milieu sélectif des entérobactéries, DCLS, révelent des colonies

rouges. Cette coloration est due a la fermentation du lactose présent dans le milieu, qui est

I’un des caracteres distinctifs de 1’identification desk.coli(voir figure 15).

1.2. Identification

1.2.1. Etude macroscopique

Colonie Lac +

Figure 15 : Photo de coloniesLac + d’E.colisur milieu DCLS.

L’étude macroscopique des colonies repose sur la détermination des 8 criteressuivants :

Tableau 1V :Caractéristiques des colonies suspectes d’E.coli.

L’aspect 3mm
La forme la colonie a bord régulier
Chromogéne rouge
Opacité opaque
Elévation bombé
Surface brillante et lisse
Consistance humide et homogéne
Odeur caractéristique
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1.2.2. Coloration de Gram

L’observation microscopique des souches, indique que se sont des bactéries Gram négatif : les
coccobacilles, isolés, de taille moyenne apparaissent colorés en rose suite a la fixation de la

fuschine (figure 16).

Figure 16:Observation microscopiquede frottis apres une coloration

différentielle(coloration de Gram)de souches d’E.colisuspectes (Gx1000).

1.2.3. Résultats des tests biochimiques(voir Annexes 4 : tableaux VI)

1.2.3.1. Tests urée-indole et TDA

E.coliest Uréase(-), TDA(-), et indole (+). L’identification repose sur ces tests,
particulierement la production d’indole qui est un test discriminant pour les E.coli(voir figure
17).

1.2.3.2.Test Citratase

E.coli est Citratase (-). L’enzymeCitratase responsable de la dégradation du citrate n’est donc
pas produite ; d’ou I’incapacité d’E.colia se développer sur le milieu Citrate de Simmons (le
citrate est la seule source de carbone de ce milieu) (figure 17).

1.2.3.3. Test nitrate réductase

E.coli est nitrate réductase (+).L’apparition d’une coloration rouge brique est observée, celle-

ci est due a la réduction des nitrates présents dans le milieu en nitrites (figurel7).
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Photos illustrant I’apparition d’un halo
rouge (indole +).

;
- : N

Photos illustrant les variations de couleur lors de I’ajout des réactifs du test Nitrate réductase
(Nitrate réductase +).

Figure 17: Photos illustrant les résultats des tests biochimiques.
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Sur un total de 204 souches aviaires testées, seul 50 souches isolées ont concordée aux

caracteres de ’identification de I’espéce E.coli.

1.3. Reésultats des antibiogrammes

L’étude de la sensibilité de 50 souchesd’E.colid’origine aviaire isolées majoritairement de
Iésionsde colibacillose,vis-a-visde 24 antibiotiques, appartenant a différentes familles

chimiques,arévéléla résistancede 1’ensemblede souches testées.

Les molécules les plus actives sont la tobramycine et 1’amikacine avec aucune souche
résistante a ces molecules.De faibles taux de résistance ont été notésa I’encontre de
I’imipénéme, I’ertapénéme,le céfotaxime,céftazidimeavec 2%,lacefepime(4%),de la
gentamicine et 1’azetreonam (6%)et enfin 8% pourla colistine et la céfazoline.

Des taux moyens sont a signalerpour lacéfalotine (22%), la kanamycine (38%), les
associations : triméthoprime-sulfaméthoxazole(46%)etl’amoxicilline-acide
clavulanique (47%).

Les taux de résistances les plus élevés ont été observées vis a vis de la tétracycline (86%),
I’acide Nalidixique(76%) et 66% respectivement pour 1’ofloxacine et la ticarcilline.

Il faut signaler que dans la famille des quinolones, des niveaux de résistance importants ont
été constatés :le plus haut niveau a été enregistrépour 1’acide Nalidixiqueavec 76%, alors que
le plus bas niveau de résistance a été noté pour la ciprofloxacine (54%).Les taux de
résistances les plus élevés de la famille des béta-lactamines et des aminosides sont
respectivement ceux de la ticarcilline(66%) et de la kanamycine (38%).

L’ensemble des taux de résistance et de sensibilité aux antibiotiquesestregroupé dans la figure

18.Les profils de sensibilité et résistance des souches testées sont résumés dans I’annexe n°4.
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Figure 18:Taux de résistance et de sensibilité aux antibiotiques des souches d’E.coli
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La répartition des souches selon le nombre de résistance et de sensibilitéen

groupesd’intervalle de 5,est représentéedans la figurel9. Chaque groupe renferme le

pourcentage de souches dont le nombre de résistances et de sensibilités est compris dans

I’intervalle lui correspondant.
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Figure 19 : Répartition des souches en groupes en fonction du nombre de résistance
et de sensibilité.

Sur I’ensemble des souches résistantes,98% des souches testées sont multi-résistantes.
Cette multi-résistance estcomprise entre 3 et 18 antibiotiques avec des tauxde 16,67% et
4,17% respectivement. La résistance a 7antibiotiques est la plus fréquemment observée avec

un taux de 33,33%.Des souches mono-résistantes ont aussi été observéessur 4,17% des
souches (Figure 20).
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Figure20 : Variation des pourcentages de souches résistantesen fonction du nombre d’antibiotiques
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Concernant, la recherche des béta-lactamases a spectreélargie, aucun effet de synergie entre
les disques d’amoxicilline-acide clavulanique et decéfotaxime(céphalosporine de troisieme
génération)ainsi que de 1’azetreoname n’a été observé.Par contre, le profil majoritaire observé

a concerné le profil pénicillinase haut niveau.

Quelques résultats d’antibiogrammes sont illustrés dans la figure ci-dessous.

Figure 21 : Quelques photos illustrant les résultats des antibiogrammes.

A : les Aminosides, Béta-lactamine, Tétracycline et Polymyxine ;
B : les Quinolones et Fluroquinolones,béta-lactamine et Co-trimoxazole ;
C : les Béta-lactamines.
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1.4. Conjugaison bactérienne

Les essais de transfert de géne codant pour la résistance a 1’amoxicilline, par conjugaison
bactérienne, ce sont révélés positifs pour toutes les souches testées, cela signifie que le
support génétique de cette résistance est plasmidique.

Par contre, les résultats du transfert de géne codant pour I’acide Nalidixique, Se sont
aveéreéspositifs seulement chez deux souches sur les quatre testées. Ce qui suppose que
le support génétique de ces deux souches est plasmidique ; ce n’est pas le cas des deux autres
souches, qui elles ont un support génétique chromosomique.

Les prises de vue ci-dessous représentent les résultats des essais de conjugaison.

Figure 22:Transconjugants issus du transfert de la résistance a I’amoxicilline observés

sur milieu MH additionné d’amoxicillineet azide de sodium (AMX-AZ).

Figure 23:Photos illustrant les résultats du transfert des caracteéres de résistance a 1’acideNalidixique.
A : Transconjugant résistant a 1’acide Nalidixique ;
B :Pas de transfert du géne codant pour 1’acide Nalidixique.
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1.5. Facteurs de virulence

La quasi majorité des souches aviaires issues de Iésions de colibacillose, se sont avérées
résistantes au sérum (96%), contre seulement 4% de sensibilité. Par ailleurs, 42% des souches
d’E.coliétudiéees se sont revelées fixatrices du rouge Congo, alors que 58% semblent inaptes
(voir figure 24).

De méme, 1’ensemble des souchesd’E.colise sont avérées posséderune hémolysine :68% des
souches testées serait productrices d’une hémolysine Bet 32%d’une hémolyse a(voir figure
24).

-

£ 96%

5

2

L)

-

X

Résistance au sérum
Fixation du Rouge Congo
hémolysine facteurs de virulence
Résistance au sérum Fixation du Rouge Congo Hémolysine

Résistant 96% Positif 42% o 32%
Sensible . 4% Négatif . 58% B . 68%

Figure 24: Résultats de la recherche phénotypique des facteurs de virulences.

Pour une meilleure étude de la virulence, la coexistence de facteurs de virulence a été
recherchée au siend’une méme souche. Il a été constatée que chaque souches possédaient 2 ou
3 facteurs simultanément, celles qui en possédaient 2 était les plus dominantes avecun taux de
62% ; alors que, les souches qui avait 3 facteurs était moins frequentes (38 %)(Voir figure
25).
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Figure 25:Pourcentage des souches en fonction du nombre de facteur de virulence
associé.

Les prises de vue ci-dessous représentent les résultats de la recherche des facteurs de

virulence

Figure 26:Photos illustrant la recherche de la résistance au sérum.

A : une boite témoin MH non ensemencé ;B : développement d’une souche qui
résiste au serum ; C : développement d’une

souche qui est sensible au sérum.
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Figure 27 :Photos illustrant la recherche de la fixation du rouge Congo.
A : souche non fixatrice du rouge Congo ;B : souche fixatrice du rouge Congo.

Figure 28 :Photos illustrant les resultats des tests de I’hémolysine.
A : Hémolysine a ; B : Hémolysinep.
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1.6.Résultat de I’analyse statistique

Le résultat du test de Khi-deux est illustré dans la figure ci-dessous :

Pearson's Chi-sguared test

data: ATB and virulence
X-aquared = 283.0193, df = 48, p-value < 2.2e-16

Figure 29 :Résultat du test d’indépendance de Khi-deux(sous le logiciel R).

p-value < 2.2 e™°; donc < 5%, I’hypothése Hy est donc rejetée et Ha(existe un lien entre

I’antibiorésistance et la virulence)est accepté.

Ce résultat nous confirme 1’existence d’une corrélation entre I’antibiorésistance et la virulence

des souches étudiées.

56



Discussion



Résultats et discussionDiscussion

2. Discussion

La montée en puissance des bactéries résistantes aux antibiotiques constitue un probleme de
santé publique dans le monde entier. Au niveau national, trés peu de travaux ont eté effectués
dans le sens de la recherche ou de la surveillance de I’évolution, de 1’émergence et la
propagation de ces bactériestant en Médecine humaine que vétérinaire.Dans cette derniere, en
particulier dans la filiere aviaire, trés peu de données sont disponibles sur le comportement
des souches d’E.coliaussi bien fécales que pathogenes.
L’¢tude des profils d’antibio-résistance de 50 souches d’E.colid’origine aviaire
potentiellement pathogénes, indiquequel’ensemble des souches testéesse sont révélées
résistantes avec 98% de multirésistances. Des taux de multirésistanceségalement élevésont été
signaléspar MEGUENNI (2016)sur une collection de 308 APEC(70,12%) etLAAREM et al.
(2017) sur une collection de 33 isolats d’E.coli(96,55%).
Concernant les béta-lactamines, des taux de résistance importants ont été obtenus pour
lesaminopénicillines, avec 60% et 64% de résistance a I’amoxicilline et
I’ampicillinerespectivement. Des taux de résistance moins élevés ont été signalés par
HAMMOUDI et al. (2009), au niveau de l’ouest Algérien avec 47% de résistance
al’amoxicilline et I’ampicilline.Ceci alors qu’en 2010, au niveau de la méme région, AGGAD
et al. n’ont noté aucune résistance a I’ampicilline. Des niveaux de résistance plus élevés,
84,5% et 87,8% pourl’amoxicilline et 1’ampicilline respectivement, ont été signalés
parMESSAIetal. (2013) dans I’est Algérien,a Sétif.Des résultats similaires ont été obtenus au
niveau du centre Algérien et de 1’est Algérienrespectivement, par MEGUENNI (2016), avec
60,1%de résistance a I’amoxicilline, 60,2% de résistance a I’ampicilline et par LAAREMet al.
(2017) avec 65,5% de résistance a I’amoxicilline.

Il est nécessaire de signaler que globalement, les taux de résistance obtenus pour
I’amoxicilline et I’ampicilline sont proche voir identique ; cela a été observé en Algériea
répétitions au cours des années précédentes par HAMMOUDI etal. (2009), MESSAletal.
(2013) et par MEGUENNI (2016). Cela peut étre da a 1’utilisation simultanée et abusive de
ces molécules dans le secteur avicole.

Les taux de résistance varient d’un pays a un autre.Au Maroc, HAFED etal.(2016)et
RAHAMATALAH et al.(2016) ont signalé un niveau élevé de résistance de souches
d’E.coliaviairesprélevées de différents organes vis-a-vis 1’amoxicilline, avec des taux
respectifs de 88,23% et 90,1%. Par contre au Sénégal, SOUMAILA GARBA(2012) n’a

enregistré aucune résistance de souches, issues de colibacillose,vis-a-vis 1’amoxicilline,mais
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un haut niveau de résistance pour 1’ampicilline (78%). En Chine, un taux de résistance élevéa
I’ampicilline a été observeé (97,7%) (LI etal., 2015), ce qui n’est pas le cas au Brésil ou la
résistance a I’ampicilline est plus modéréee (21%) (BORGES etal., 2016).

La résistance a I’association amoxicilline-acide clavulanique observée est assez importante,
atteignant un taux de 47%, alors qu’un taux de résistance moindre (27%) a été enregistré par

MEGUENNI en 2016. LAAREMetal. ont rapporté une faible résistance pour cette association
avec 6,9%, en 2017. La variation de ces taux de résistance serait due a la différence des
modes d’utilisations de cette molécule au niveau des élevages avicoles Algériens.

Au Brésil, BORGES etal. (2016) ont enregistré un taux de résistance moyen pour
I’amoxicilline-acide clavulanique, de 1’ordre de 15,8%.

Dans cette étude, une seule carboxy-pénicilline a été utilisée, la ticarcilline. Nos souches se
sont avérées souvent résistantes a cette molécule avec un taux de résistance important estimé
a 66%. En 2016, MEGUENNI aobtenuun résultat similaire avec 59,6%de résistances.Par
contre, la résistance des souches étudiées aux céphalosporines de 1¥et de 3°™génération s’est
révélée faible avec respectivement 8% pour la céfazoline et 2% pourle Céfotaxime et la
Céftazidime. En comparaison, des résultats Iégerement plus élevés ont été enregistrés par
MEGUENNI (2016) avec les taux suivants: céfazoline (31,3%), Céfotaxime(8,8%)et
Céftazidime (9,2%).

A travers le monde, des taux de résistance nettement plus élevés ont été observés pour les
céphalosporines de 1%®et 3*™ génération, avec 60% pour la céfalotine et 58,6% vis-a-vis de la
céfotaxime, au Maroc et en Chine, respectivement dans les études de HAFED etal. (2016) et
LI etal. (2015).

Les faibles taux de résistanceauxcarbapénémes et aux monobactames sont aussi a signaler
avec 2% pour I’imipénéme et 6% pour 1’azetreonam ; des résultats prochesont été rapportés
par MEGUENNI (2016), une efficacité totale de I’imipénémeet un bas niveau de résistancea
I’encontre de I’azetreonam (10%).Ces faibles taux de résistance reflétent I’utilisation modérée
de ces molécules en élevage avicole.

La résistance a la famille des quinolones a été observeée avec des taux de résistance
relativement élevés avec de 76%, 64%, 62% et 66% respectivementpour 1’acide Nalidixique,
I’acide pipimédique, pefloxacine et 1’ofloxacine. De méme pour les fluoroquinolones avec un
taux de résistance de 54% pour la ciprofloxacine.

En 2013, MESSAIetal. ont signalé un niveau de résistance trés élevé a 1’acide Nalidixique

avec 96,7%. Les résistances aux quinolones et fluoroquinolones rapportés par 3 études
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Algérienne suivent le méme ordredécroissant que nos résistances avec : 86%, 80%, 51,4% de
résistance pour 1’acide Nalidixique, 1’ofloxacine et la ciprofloxacine respectivement pour
AGABOU etal. (2015) ; des taux de 55,2%, 41,8%, 17%, 26,1% et 19% de résistance vis-a-
vis 1’acide nalidixique, 1’acide pipimédique, pefloxacine, 1’ofloxacineet la ciprofloxacine
respectivement(MEGUENNI,2016) et 72% de résistance a la ciprofloxacine d’apres
LAAREM et al., 2017.Ces résultats pourraient s’expliquer par 1’utilisation anarchique et
intensive de ces antibiotiques en médecine vetérinaire.

Au niveau international, les niveaux de résistance aux quinolones et fluoroguinolones varient
de moyennement élevé a tres élevé; ainsi, des taux de 14% et 31,6%vis-a-vis la
ciprofloxacine ont été notés au Sénégal et au Brésil parSOUMAILA GARBA(2012)et
BORGES et al. (2016) respectivement. Alors que LI et al.(2015) en Chine ont signalé un taux
de résistance de 94,3% pour ce méme antibiotique et 94,3% pour 1’ofloxacine. Les taux de
résistance a ’acide Nalidixique rapportés par HAFED etal. (2016) au Maroc, SOUMAILA
GARBA(2012) et BORGES etal.(2016) sont moyennement élevés avec 50,20%, 48%, 52,6%
respectivement.

Les antibiotiques de la famille des aminosides se sont avérésles plus efficaces,
comparativement aux béta-lactamines et aux quinolones.Ces antibiotiques seraient
relativement peu ou pas utilisés en aviculture, ce qui expliquerait les résultats observés.
Toutes les souches testées vis-a-vis de 1’amikacine et la tobramycine ont été sensibles a ces
derniers. Des taux de résistance moyens vis-a-vis la kanamycine sont a noter avec 38% et un
faible taux de résistance vis-a-visla gentamicine(6%). Les niveaux de résistancea la
gentamicine signalés par AGGAD etal.(2010) ; MESSAletal.(2013) et  MEGUENNI(2016)
sont eux aussi faibles avec 3% ; 5,5% et 1,4% respectivement.Un taux de résistance moyen
vis-a-vis de la kanamycine a été enregistré par MEGUENNI(2016) avec 17,6%.

En 2017, un faible taux a aussi été obtenu par LAAREM et al. vis-a-vis la tobramycine avec
3,4%.

Le méme constat a été fait au Sénégal. En effet, SOUMAILA GARBA(2012), a enregistré de
trés bas niveaux de résistance vis-a-vis ’amikacine, la gentamicine et la kanamycine, avec
0% ; 5% et 7% respectivement. Ce n’est pas le cas dans d’autres pays :des nivaux de
résistance plus élevésont été notés au Maroc et au Brésil avec des taux respectifs de
24,8%(RAHAMATALAH etal., 2016)et 21%(BORGES etal., 2016). En Asie, des taux tres
alarmants ont été signalés, enparticulieren Chine par LI etal. (2015), pour la kanamycine,

I’amikacine et la gentamicine avec 95,4%, 52,9% et 93,1% respectivement.
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Concernant 1’associationTriméthoprime et sulfaméthoxazole,les souches étudiées ont
montré un taux moyen de résistancede 46%, ce qui concorde avec les résultats de
HAMMOUDI et AGGAD, (2008)et MEGUENNI, (2016) & savoir 42% et 41,9%
respectivement. Par contre, des résistances significativement élevées ont été rapportées par
AGGAD etal.(2010) ; MESSAIletal. (2013)et LAAREM etal.(2017) avec les taux respectifs
de : 70%, 82,2% et 96,6%.

Au niveau Africain, des taux de résistance élevés vis-a-vis de 1’association Triméthoprime et
sulfaméthoxazole ont été observés par RAHAMATALAH etal. (2016) au Maroc et
parSOUMAILA GARBA(2012) au Sénégal, avec 67,56% et 65% respectivement. Tandis
qu’au Brésil, une baisse de ce taux (36,8%) a été signalée parBORGES etal. (2016).

Dans cette étude, la tétracycline s’est révélée inefficace sur la quasi-totalité des souches
testées avec un taux de résistance de 86% ; ceci concorde avec les taux de résistance (96,6%)
enregistrés lors de 1’étude de LAAREM etal. (2017), alors qu’en 2016, MEGUENNI a obtenu
un taux moyen de 28,4% dans son étude sur des souches de la région Centre Algérien. Au
Sénégal, les souches étudiées par SOUMAILA GARBA (2012) se développent avec succes
en présence de la tétracycline, avec un niveau de résistance de 95%. Cependant, au Brésil,
cette molécule reste moyennement active avec 52,6% de résistances.

Le taux de résistance développé vis-a-vis la colistine est faible (8%). Ce résultat est renforcé
par des travaux antérieurs effectués par HAMMOUDI et al. (2009) ; MESSAI et al.(2013) ;
MEGUENNI (2016). Ainsi, la colistine pourrait étre une alternative intéressante a la
résistance aux antibiotiques et demeure en Algérie, une molécule de dernier recours. Ceci
n’est pas le cas du Maroc, ou les résultats des études algériennes s’opposent aux résultats
Marocains. En effet, 1’étude de HAFED etal. (2016) a révélé un taux de résistance des plus
alarmants(87,41%) vis-a-vis de la colistine.

L’analyse du profilde résistance aux béta-lactamines a montré que le profil majoritaire
observé chez les 50 souches testées, appartient au profil producteur de Pénicillinase haut
niveau. Aucune souche productrice de BLSEn’a pu étre décelée.Ceci va dans le sens
des résultats récents de LAAREM et al. (2017), dans I’Est Algérien,qui n’a décrit aucune

BLSE sur une collection de 33 souches testées.En effet, ce type de phénomeéne reste rare
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dans les communautés microbiennes présentes au niveau des élevages avicoles Algérien,si
I’on s’en tient a la rareté des travaux sur I’antibiorésistance en filiére aviaire. La seule
description faisant référence a la présence de BLSE de type CTX-M dans cette filiére a été
effectué sur une caractérisation de 11 souches d’E.colidu centre Algérien issues de
colibacillose (MEGUENNI et al., 2015).

Une étude phénotypique de la virulence a révélé que nos souches sont bien virulentes.En
effet, elles se sont avéré toutes résistantes au sérum.De plus,une production récurrente
d’hémolysine a été observée (100%) : 32%des souches produisent une hémolyse o et 68%
serait productrice d’une hémolysine . Ceci alors que seules42% des souches se sont avérées
fixatrices du rouge Congo.

Ces résultats ne s’opposent a ceux obtenus par AL-SAIEDI et AL-MAYAH (2014), dans
une étude similaireen Iraq. Ces auteurs ont observé une fréquence de production
d’hémolysine moyenne (37,03%) et une assez grande aptitude a fixer le rouge Congo (60%)

chez les souches étudiées.
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Conclusion

Ce travail a consisté a évaluer par lI'antibiogramme la sensibilité aux antibiotiques de souches
aviaires d'Escherichia coli(50) de la région centre, issues majoritairementde lésions de
colibacillose et de détecter la présence de trois facteurs de virulence (résistance au sérum,
hémolysine et fixation du Rouge Congo) associée a ces souches.
Il ressort a travers cette étude, que des taux de résistance variables ont été observésvis-a-
vis des antibiotiques utilisés. Les antibiotypes observésont révélé des taux de résistance
élevés notamment pour les béta-lactamines, quinolones et tétracycline.
Concernant les béta -lactamines, les taux de résistance les plus élevés ont été obtenusvis-a-vis
de la ticarcilline, I’ampicilline et 1’amoxicilline avec 66%, 64% et 60% respectivement.De
hauts niveaux de résistance ont été observés a I’encontre des quinolones avec 76%, 66% et
54% respectivement pour 1’acide Nalidixique, I’ofloxacine et la ciprofloxacine.
Il est important de signaler que le taux de résistance le plus élevé a été enregistré pour la
tétracycline avec 86%. Cependant certaines molécules demeurent active telles quela colistine,
la tobramycine et I’imipénéme.
Les essais de transfert par conjugaison ont mis en évidence la nature plasmidique de
la résistance a I’amoxicilline surl’ensemble de souches testées et ainsi confirmé
la présence d’une pénicillinase haut niveau a médiation plasmidique.Par ailleurs, le
caracterede résistance a 1’acide Nalidixique s’est révélé transférable pourdeux souches testées
et chromosomique pour deux autres.
La recherche phénotypique de facteurs de virulence a révélé que les souches testées sont
potentiellement virulentes. En effet, la quasi-totalité des souches sont résistantes au sérum et
productrice de I’hémolysine :68% des souches testées ont produit une hémolysine B et 32%
une hémolyse a. De plus, 96% des souches se sont averéesresistante au sérum et 42% sont
fixatrices du Rouge Congo. Par ailleurs, 38%des souches possedent les trois facteurs de
virulences simultanément.
Dans la présente étude, une corrélation entrel’antibiorésistance et la virulence des souches
d’APEC étudiéesa été établie et ce, sur la base de la p-value du test khi-deux.

Les APEC se caractérisent par leurs diversités en matiere de facteurs de virulence. Ainsi
différents isolats peuvent abriter différentes associations de ces derniers ; aucun profil de
virulence n’a été proprement établi, ce qui explique qu’a I’heure actuelle aucun vaccin

efficace n'est disponible.
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Conclusion

Le traitement de la colibacillose repose sur l'antibiothérapie ; cependant, l'utilisation
abusive et anarchique des antibiotiques a modifié I'évolution naturelle des bactéries, en
augmentant les fréquences des bactéries résistantes, voir multirésistantes. Ceci a par
conséquentsouvent compromis 1’efficacité des traitementsadministres en filiére aviaire.

Le seul moyen de faire face a cette situation serait de retarder I'émergence et la diffusion
ultérieure de bactéries résistantes ou de genes de résistance. Il est donc important, entre autres
mesures d’urgence, d’instaurer une législation plus rigoureuse et de veiller a la respecter et
I’appliquer.

De méme, il est important de sensibiliser toutes les personnes impliquées a tous les niveaux
dans I'administration d'antimicrobiens aux animaux et d’inclure un programme de formation
des éleveurs car la plupart des aviculteurs ne sont pas des professionnels et ne maitrisent pas
I'application des régles d'hygiéne fondamentales.

Il serait vivement recommandé de limiter I’utilisation des antibiotiques surtout dans le cas
de promoteurs de croissance, en raison du risque de résidus entrant dans la chaine alimentaire
et du potentiel d'évolution des souches résistantes.

Enfin, cette étude gagnerait a étre complétée par une confirmationmoléculairedes
déterminants génétiques de la résistance aux antibiotiques et de la virulence. De méme, il
serait intéressant de déterminer les mécanismes sous-jacents a I’antibirésistanceet a la

virulence de ces souches APEC.
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Annexe 01 : Matériel utilisé
Matériel biologique

204 souches aviaires, nous ont été fourni par le laboratoire régional de DBK. L’isolement et
I’identification nous ont permis d’obtenir les 50 souches d’E.colid’origine aviaires,qui ont

fait I’objet de notre étude.

Matériel du laboratoire de microbiologie LABAB

Appareillage

Bec Bunsen, vortex, agitateur et une
plaque chauffante réglable.
Réfrigérateur ~ domestique,  Bain
marie.

Balance électronique de précision
0,001g.

Four Pasteur réglé a 150°C.
Autoclave.

Etuve réglé a 37°C.

Spectrophotomeétre.

Colorant et réactif

Violet de gentiane.
Fuchsine.

Lugol.

L’huile de vaseline.
Alcool.

le rouge Congo.
Solution NaOH (1N).
NaCl.
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verrerie

Tubes en verre stérile : tube a essais, a
hémolyse, tube de conservation.

Tube falcon et éppendorf stériles.
Boites de Pétri en verre stériles.

Anse Pasteur a file droit et a boucle.
Béchers,  Erlenmeyer, Entonnoir
stériles.

Pipettes graduées a 5ml stériles.
Micropipette de 100-1000pl.

Des emboults stériles.

Agents sélectifs

Antibiotique sous forme de disque et
en poudre.
Azide de sodium.
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Annexe 02 :Milieux de culture et compositions

Bouillon ceeur-cervelle (BHIB)

Composition en g/l d’eau distillée :

- Infusion de cervelle de veau 12,5;
- Infusion de coeur de beeuf 5;

- Protéase-peptone 10;

- Phosphate de disodique 2,5;
- Chlorure de sodium 5;

- Glucose 2;

- pH 7,

- Stérilisation 20 minutes a 120 °C.

Désoxycholate-Citrate-Lactose-Saccharose (DCLYS)

Composition en g/l d’eau distillée :

- Peptone pepsique de viande 10 ;
- Lactose 10;
- Désoxycholate de sodium 05;
- Chlorure de sodium 5;

- Citrate de sodium 2;

- Rouge neutre 0,03;
- Agar bactériologique 15;

- pH du milieu prét a I’emploi a 25°C, égal a 7,1 + 0,2 ;
- Ne pas autoclaver, mais il doit étre utilisé le jour de sa préparation.
Urée-indole

Composition en g/l d’eau distillée :

- Tryptophane 3;

- Urée 20 ;

- Phosphate monopotassique 1;

- Phosphate bipotassique 1;

- Chlorure de sodium 5;

- Rouge de phénol 0,025;

- Alcool a 95°C 0,01 ml;

- Stérilisation 20 minutes a 120 °C.

Bouillon nitraté

Composition en g/l d’eau distillée :

- Nitrate de potassium 1;
- Peptone de viande 10;
- Extrait de beeuf 5;
- Chlorure de sodium 5;

- Stérilisation 20 minutes a 120 °C ;
- pH du milieu prét a I’emploi a 25°C, égal a 7,2 + 0,2.
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Citrate de Simmons

Composition en g/l d’eau distillée :

- Chlorure de sodium 5;
- Citrate de sodium 2;
- Phosphate dihydrogéne d’ammonium 1,
- Sulfate de magnésium 2;
- Bleue de Bromothymol 0,08 ;
- Agar bactériologique 15;

- Stérilisation 20 minutes a 120 °C ;
- pH du milieu prét a I’emploi a 25°C, égal a 6,9 + 0,2.

Mueller-Hinton (MH)
Composition en g/l d’eau distillée :

- Infusion de viande de beeuf 2

- Hydrolysant amidon 17,5;
- Amidon 15;
- Agar bactériologique 17;

- pH 14

- Stérilisation 20 minutes a 120 °C.

Gélose de conservation

Composition en g/l d’eau distillée :

- Peptone 10;
- Extrait de viande 5;
- Chlorure de sodium 5;
- Agar bactériologique 10 ;

- Stérilisation 20 minutes a 120 °C ;
- pH du milieu prét a I’emploi a 25°C, égal a 7,3 = 0,1.

Tryptase-Soja-Agar (TSA)

Composition en g/l d’eau distillée :

- Tryptone 15;
- Peptone papainique de soja 5;
- Chlorure de sodium 5;
- Agar bactériologique 15;

- Stérilisation 20 minutes a 120 °C ;
- pH du milieu prét a I’emploi a 25°C, égal a 7,3 £ 0,2.

Columbia
Composition en g/l d’eau distillée :

- Extrait de levure 3;
- Peptone de viande 5;
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- Peptone de soja

- Tryptone

- Cceur-cerveau

- Amidon

- Chlorure de sodium

- Agar bactériologique

- Stérilisation 20minutes a 120 °C ;
- pH du milieu prét a I’emploi a 25°C, égal a 7,3 = 0,1.

= Ol 00 01 W

8;

Préparation de la gélose Columbia additionné de sang :

- Une certaine quantité de gélose Columbia est préparée puis autoclaveée ;

- Apres autoclavage, attendre que la température de la gélose baisse, qu’elle tiédisse pour
ajouter le sang (50ml pour 1L de gélose) ;

- Bien homogénéiser le mélange a 1’aide d’un agitateur, pour que la répartition du sang

dans la gélose soit homogene.

NB : Cette préparation est faite dans des conditions stériles (bécher et baron stériles, et ce

mélange est réalisé dans une zone sterile).
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Annexe 03 : Coloration de Gram

Technique

- La premiere étape consiste en la préparation du frottis, qui se fait comme suit :

Sur une lame propre déposer une goutte d’eau distillée ;

Prélever a partir d’une culture pure (enrichissement sur DCLS pure)
quelques colonies ;

Bien les délayer dans la goutte d’ED et les étaler en faisant en sorte
d’obtenir une monocouche homogene;

Procéder a un séchage en faisant un geste de vas et viens au-dessus de la
flamme ;

Une fois séchée, retourner la lame et la faire passer 3 a 4 fois dans la

flamme par un geste rapide pour bien fixer les cellules bactériennes ;

- La deuxiéme étape consiste en la réalisation de la coloration elle-méme, elle est

réalisée comme suit :

Lecture

Appliquer le premier colorant qui est le violet de gentiane, laisser agir
1min et rejeter ;

Ajouter lugol, laisser agir pendant 45 secondes puis rejeter 1’excés (sans
rincer avec 1’eau).

Rajouter une deuxiéme fois le lugol ; laisser agir 45 secondes et rejeter
I’exces ;

Mettre 1’alcool goutte-a-goutte et laisser agir exactement pendant 30
secondes ;

Rincer abondement pour enlever toute trace d’alcool ;

Appliquer le deuxieme colorant : quelques gouttes de fuschine et laisser

agir 1min puis rincer et sécher.

Une observation microscopique & I’immersion (Gx1000) est réalisée, afin de déterminer

le type de Gram des bactéries étudiées : si ces derniéres apparaissent roses elles sont dites :

Gram-, par contre si elles sont colorées en violet se sont des Gram+.
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Annexe 04 : tableaux

Tableau V :la clef d’identification des entérobactéries de LE MINOR et VIRON (1982).

Proteus
S s S
HEERE R EE B R EE 1K
HEHEREIR I E 5| 8 1 3|¥8|s
HEB R EE A FEHE R HEHH BRI
A13%|C (|4 |4 |“ NEEIHEAR
HHEIE i
Mobilité + + + - | ¥ LI  FHAREIESE SR T
Gazen + + + . + + + |d + |+ d | + | +
_glucose
Lactose - | oux | toux | - + + o/x | d | oux| - 5 : : e Z +
ONPG . + + d| + + Fail + |iBF | -] - . . . +
H,S + + + . - + |+ +
Uréase . . ) | -] - | () + |+ + | +
TDA +
Indole - . - d| + . + % |l $
LDC + + . . d + d - +
Citrate + + . . + |+ +# |d]|d + + +
Gelatinase | - | (+) dill ¢ IEEEl + |+ d
KCN + S MR I EAEYEN I K d
Mannitol + + + + IS . S+ [IEE + d +
Adonitol . . . . . + d|-| d + | d d
Saccharose | - . d -1 d + + |d]| + x|d|d]d d
Salicine . . d -1 d | + + + d d | - (+)
Inositol . . . . + d|-| d + | d .
Dulcitol + - d |d|d]| d d d
RM + + + +| + . . . . T I W O + + +
VP . . . . . + + |+ | + d
Malonate + . + d |d .
TTR + + + . . . = |IFdHl ¢ | d
ADH + + dl d | -] d|-]-+)
00C d + d . sl *]c]e]e]- ]9
Mucate + d + + | + + + | d
+ 1 Positif en 1% ou 2°™ jours ; - : négatif ; x : tardivement et irréguliérement positif ; (+) :

positif tardivement ; d : différents types biochimiques ; -/(+) : - en général, exceptionnellement
positif tardivement ; LDC : lysine décarboxylase ; ADH : arginine dihydrolase ; TDA :
tryptophane désaminase.
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Tableau VI : Résultats des tests biochimiques et quelques détails concernant les souches étudiées.

Prélevements Tests biochimiques discriminants
* AfFA -
N Code réference L-a provenance Région Type Uréase TDA Indole !\Iltrate Citratase
réductase
01 939 Bts PFP Béjaia Og : : + . _
Bordj]
02 760 Bt; 30 PR bouarreridj Og - - + + -
Bordj
03 760 Bt 30 PR bouarreridi Og - - + + -
04 1090 PR Bouira Og - - + + -
05 NAFAA 02 PP / Og _ ) + + ]
06 800 Bt; PEP Bouira (Ain Og i ) + + }
Bessem)
07 T4t PFP TiziOuzou Og - - + + -
08 746 PP Bouira Og - - + + -
09 736 /interieur 2 échantillons / Og - - + + -
10 748 PFP TiziOuzou Og - - + + -

N * : le numéro définitif des souches testées.
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Tableau VI (suite) :Résultats des tests biochimiques et quelques détails concernant les souches éetudiées.

Prélevements Tests biochimiques discriminants
N * Code référence La provenance Nitrate
Région Type Uréase TDA Indole . Citratase
réductase
946 (1) expertise . .
11 intestin PFP Bouira (Ain MF - : + + .
Bessem)
. Bouira (Ain
- - + + -
12 946 (2) PEP expertise PFP Bessem) Og
13 Poulet congelé PC / Og i i + + i
14 1049 BT, 10 tubes de matiere / MF et Og i i + + i
fécale + 6 sujets
15 1065 7PR EACH 10 Og : : + + :
Graria
16 799 BT, PFP Bouira Og - - + + -
17 799 BT: PFP Bouira Og : : * + :
18 799 BTy PFP Bouira Og - - + + -
Bordj
878 BTs bouarrerid]
19 PFP (Ain Og - - + + -
Taghrout)
20 1062 E, Ps P Bord) Bou o : : + + :
= N *: le numéro définitif des souches testées.
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Tableau VI (suite) :Reésultats des tests biochimiques et quelques détails concernant les souches etudiées.

Prélevements Tests biochimiques discriminants
N * Code référence La provenance Nitrate
Région Type Uréase TDA Indole . Citratase
réductase

Bordj Bou
21 1062 E; Ps P Arreridj Og - - + + -

Bordj Bou
22 1062 Es Ps P Arreridj Og - - + + -
23 1049 6 sujets / Og - - + + -
24 1049 /0g intestin matiere fécale / MF et Og - - + + -
25 1050 /0g intestin matiére fécale / MF et Og - - + + -

Béjaia
26 659 Bt, PsP (Akbou) Og - - + + -
Béjaia

27 659 Bts Ps P (Akbou) Og - ; + + ]

Bouira (Ain
28 660 Bty PFP Bessem) Og - - + + -
29 NAFAA 01 PP Boumerdés Og - - + + -
30 1108 Exp Sujet + fiente Bouira (Ain MF et Og - - + + -

Bessem)

N * : le numéro définitif des souches testées.
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Tableau VI (suite) : Résultats des tests biochimiques et quelques détails concernant les souches étudiées.

82

Prélévements Tests biochimiques discriminants
N * Code référence La provenance Nitrate
Région Type Uréase TDA Indole . Citratase
réductase
31 1109 PFP / Og ; ; + + ]
Bordj Bou
32 1139 Bt; 5PC Arrerid] Og - - + + -
Bordj Bou
33 1140 Bt; 5PC Arreridj Og - - + + -
34 Bt3/1274 20 poulettes. Akbou. Og - - + + -
Bordj
bouarreridj
35 1158 Bt; PRP (Ain Og - - + + -
Taghrout)
Bordj
bouarreridj
36 1158 Bt PRP (Ain Og - - + + -
Taghrout)
37 Bt2/ 1391 20 poulettes Akbou. Og - - + + -
38 1251 Bt; PC / Og - - + + -
39 470 1 échantillon / Og - - + + -
| N *: le numéro définitif des souches testées. )
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Tableau VI (suite) : Résultats des tests biochimiques et quelques détails concernant les souches étudiées.

83

Prélevements Tests biochimiques discriminants
N * Code référence La provenance Nitrate
Région Type Uréase TDA Indole . Citratase
réductase
41 1115 8 PC Tiziouzou Og - - + + -
Bordj
42 1062 /Eg 70 PP bouarreridj Og - - + + -
(Ain
43 800 Bty / MF PFP Bouira (Ain g i i " + i
Bessem)
44 669 Extérieur 2 échantillons / Og - - + + -
Bordj
45 949 Eg 60 Poussins bouarrerid Og - - + 4 ;
(Ain
Taghrout)
26 949 Es 60 Poussins Bordj Oy i i . ' i
bouarrerid]
47 910 5 PFP TiziOuzou Og - - + + -
48 911 5 PP Msila Og - - + + -
49 77413 PFP / Og - - + + -
BN Rt./1274 4N PR Rniiira NOn - - + + -
= N *: le numéro définitif des souches testées.
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Tableau VII :Le profil de I’antibiorésistance des souches testées.

AlalaltT!l i el A clclrlclpPlo G| T s
MMM e T T g 'é TiAalE| 1 |E|F Z Z E| o Q K E X (S:
2 x| pPlclc|imM|P|wMm x|lz|lplP|EF|X N | B T
c
(&]

S [ 219|214 | 219 | 223 | 222 | 225 | 226 | 218 | 218 | 220 | 22 | 227 | 226 | 224 | 224 | 219 | 219 | 217 | 217 | =16 | =17 | =19 | =14 | 215
s|s|s|s|s|s|s| sls|ls|ls|s|sls|is|ls|sl|lsl|ls|s|s!|s|s|s
<19 | <14 | <19 | <23 | <16 | <22 | <21 | <12 | <12 | <17 | <19 | <21 | <24 | <24 | <22 | <14 | <14 | <14 | <14 | <13 | <15 | <17 | <11 | <15
RIR|IRIRIRIRIRIRIRIRIRIRIRIRIRIRIRIRIRIRIRI|RIRIR

E 12
00 | 00 31 33 14 17 32 |30 | 25 | 27 | 22 19

92252 DO s | S ls [ Tls M [ Mls | - |s|s|s|s|s |2 D2 T2 s

E | o | g | 22|00 32|28 | o |24 | 14|34 |34 |2 |06 |18 | 12 |00 | 00 | 26 | o | 24 | 22 | 10 | 27 | ¢

01 s|rR|s | s s|11s|s|t1|rRIR|IRIRIRI|S s|s|RrR|s

E 16 | 24 | 26 20 | 15 38 24 | 22 | 11 |00 | 27 | 30 | 40 | 06 | 07 | 06

2l % lslslis| SISl 0l%s|I®I%|slilrlrRlIlslslslrRIRIRLS

E | g | s | g |00 32|28 32|20 16| g | ¢ |28 |32 | g | 26| 14| 00|32 |30 | 28 |22 |10 | 00 | 18

03 RIlsls|lsls | s | s s| 1 |/rRIlslslsls|rRIRIS

E | 18 27 | 26 38 | 25 | 20 | 12 | 24 | 30 24 109 | 09 | 19

| R|S|S|S|S|S|S|s|s|S5]5|5|5|s|s|s|rRls|s!|®|s|rRI|RrRI|S

E 00 | 00 20 | 00 | 40 | 30 | 32 | 26 | 17 | 28 | 30 | 30 | 15 | 17 | 19 |00 | 00 | 26 | 32 | 25 | 30 | 06 | 26 | 16

5| R|IR|s|RrRIs|lsl|s|s|li1|s|s|ls|rRIRIRIRIR|s|s!|sl|ls|rR|s/|sSs

E | 00 | 00 |24 | 06 |30 |35 | ¢ | 26 |19 |32 |35 |30 | ¢ | g | o | 28| 28| ¢ |32 |30 26|11 | o |38

| R|R|s|RrR|s|s s|sls|s|s s | s s|s|s|Rr s

E 16| ¢ | o | s | g |36 | g |20 14| o |40 |34 18|22 18 |09 | 00| 26 | 28 | 21 | 21 | 00 | 30 | ¢

07 | R S s | s|s|RIRIRIRIR|s|slsl|s!|RrR/|Ss

E |00 | 00 | 24 |15 | 32 | 36 |42 |22 | o |32 | o |33 |38 |30 | 30 |25 | 21 |38 | 28 | 28 | 08 | 00 | 18 | ¢

| R|R|s|RrRIs|s!|s|s S s|{sls|sl|s|ls|ls|ls|s|lrRIR|S

Souche *: numeéro de collection ; 0 : aucune zone d’inhibition ; le diamétre du disque d’antibiotique étant de 5mm ;- : non déterminer
AMX : Amoxicilline ; AMP : Ampicilline ; AMC : Amoxicilline + acide clavulanique ; TIC : Ticarcilline ; IPM : Imipénéme ;ETP : Ertapénéme ; ATM :
Aztreonam ; CZ: Céfazoline ; KF :Céfalothine ; CTX : Cefotaxime ; CAZ : Ceftazidime ; FEP : Cefepime; CIP : Ciprofloxacine ; PEF :Péfloxacine ;
OFX : Ofloxacine ; PA : Acide pipémidique ; NA : Acide nalidixique ; GEN : Gentamicine ;TOB :Tobramycine ; AK :Amikacine ; K : Kanamycine ;
TE : Tétracycline ; SXT : Triméthoprime/sulfaméthoxazole (cotrimoxazole) ; Cs : colistine.
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Tableau VII (suite) :

Profil de I’antibiorésistance des souches testées.

AlalalT!l i |lela clclElclpPp|o G | T s
SIMIM M e T T (23 'lf TialE| 1 |E]|F Z 2 E| o ﬁ K E X CS:
2 x| PplclclimM|P|WM x| z|lp | P | EF]| X N | B T
:

(&)

3 [219 [214 | =19 | 223 | 222 | 225 | 226 | 218 | =18 | 220 | 222 | 227 | 226 | 24 | 224 | =19 | 219 | =17 | 217 | =16 | =17 | =19 | =14 | =15
s|s!s|s|s|ls|s!| s|s|s|s|s|s|ls|s|sls|s|sl|ls|s|s/|s]|s
<19 | <14 | <19 | <23 | <16 | <22 | <21 | <12 | <12 | <17 | <19 | <21 | <24 | <24 | <22 | <14 | <14 | <14 | <14 | <13 | <15 | <17 | <11 | <15
R RIRIRIRIRIRI|RIRIRIRIRIRI/RIRIRIRIRIRIRIRIRIRIR

E |08 |06 | 24 31 | 23 | 38 | 28 | 18 | 41 | 34 | 30 28 | 26 30 | 22 | 30 | 20 24

W/  RIRIs|®R s | 1 |1s|s|s|sls|s|S|S|5|s|s|%|s|s|s!|s|>]|s

E[00 | 00 | 22 | 12 |30 | 28 | 34 | 23 | 15 | 44 | 36 | 28 | 18 | 12 | 10 | 00 | 00 | 27 | o | 30 | 12 | 10 | 00 | 20

0w/ RIR|s|RrR|Is!lslsl|sli|/sl|ls|ls|rRIRIRIRIRIS s | RIRIR | s

E| 09 | 00 | 26 30 | 30 | 40 | 26 | 18 | 45 30 00 | 16 | 14 | 40 | 30 38 20
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AMX : Amoxicilline ; AMP : Ampicilline ; AMC : Amoxicilline + acide clavulanique ; TIC : Ticarcilline ; IPM : Imipénéme ;ETP : Ertapénéme ; ATM :
Aztreonam ; CZ: Céfazoline ; KF :Céfalothine ; CTX : Cefotaxime ; CAZ : Ceftazidime ; FEP : Cefepime; CIP : Ciprofloxacine ; PEF :Péfloxacine ;
OFX : Ofloxacine ; PA : Acide pipemidique ; NA : Acide nalidixique ; GEN : Gentamicine ;TOB :Tobramycine ; AK :Amikacine ; K : Kanamycine ;

Souche *: numeéro de collection ; 0 : aucune zone d’inhibition ; le diamétre du disque d’antibiotique étant de 5mm.

TE : Tétracycline ; SXT : Triméthoprime/sulfaméthoxazole (cotrimoxazole) ; Cs : colistine.
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Tableau VII (suite) :Profil de I’antibiorésistance de souches testées.
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Souche *: numéro de collection ; 0 : aucune zone d’inhibition ; le diamétre du disque d’antibiotique étant de Smm.

AMX : Amoxicilline ; AMP : Ampicilline ; AMC : Amoxicilline + acide clavulanique ; TIC : Ticarcilline ; IPM : Imipénéme ;ETP : Ertapénéme ; ATM :
Aztreonam ; CZ: Céfazoline ; KF :Céfalothine ; CTX : Cefotaxime ; CAZ : Ceftazidime ; FEP : Cefepime; CIP : Ciprofloxacine ; PEF :Péfloxacine ;
OFX : Ofloxacine ; PA : Acide pipémidique ; NA : Acide nalidixique ; GEN : Gentamicine ;TOB :Tobramycine ; AK :Amikacine ; K : Kanamycine ;
TE : Tétracycline ; SXT : Triméthoprime/sulfaméthoxazole (cotrimoxazole) ; Cs : colistine.
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Tableau VII (suite) : Profil de ’antibiorésistance de souches testées.

AlA|A| T 1 |E]|A clcl|F|lc|P|oO G | T S

LI MM M| M TT g *é T|A|E| 1 | E|F Z ﬁ E| O ﬁ K E X S
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Souche *: numeéro de collection ; 0 : aucune zone d’inhibition ; le diamétre du disque d’antibiotique étant de Smm ;- : non déterminer.

AMX : Amoxicilline ; AMP : Ampicilline ; AMC : Amoxicilline + acide clavulanique ; TIC : Ticarcilline ; IPM : Imipénéme ;ETP : Ertapénéme ; ATM :
Aztreonam ; CZ: Céfazoline ; KF :Céfalothine ; CTX : Cefotaxime ; CAZ : Ceftazidime ; FEP : Cefepime; CIP : Ciprofloxacine ; PEF :Péfloxacine ;
NA : Acide nalidixique ; GEN : Gentamicine ;TOB :Tobramycine ; AK :Amikacine ; K : Kanamycine ;
TE : Tétracycline ; SXT : Triméthoprime/sulfaméthoxazole (cotrimoxazole) ; Cs : colistine.

OFX : Ofloxacine ; PA : Acide pipémidique ;
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Tableau V11 (suite) : Profil de I’antibiorésistance des souches testées.
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Souche *: numéro de collection ; 0 : aucune zone d’inhibition ; le diameétre du disque d’antibiotique étant de Smm ;- : non déterminer.

AMX : Amoxicilline ; AMP : Ampicilline ; AMC : Amoxicilline + acide clavulanique ; TIC : Ticarcilline ; IPM : Imipénéme ;ETP : Ertapénéme ; ATM :
Aztreonam ; CZ: Cefazoline ; KF :Céfalothine ; CTX : Cefotaxime ; CAZ : Ceftazidime ; FEP : Cefepime; CIP : Ciprofloxacine ; PEF :Péfloxacine ;
NA : Acide nalidixique ; GEN : Gentamicine ;TOB :Tobramycine ; AK :Amikacine ; K : Kanamycine ;
TE : Tetracycline ; SXT : Triméthoprime/sulfaméthoxazole (cotrimoxazole) ; Cs : colistine.

OFX : Ofloxacine ; PA : Acide pipémidique ;
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Tableau V11 (suite) :Profils de I’antibiorésistance des souches testées.
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Souche *: numéro de collection ; 0 : aucune zone d’inhibition ; le diamétre du disque d’antibiotique étant de Smm ; - : non déterminer.

AMX : Amoxicilline ; AMP : Ampicilline ; AMC : Amoxicilline + acide clavulanique ; TIC : Ticarcilline ; IPM : Imipénéme ;ETP : Ertapéneme ; ATM :
Aztreonam; CZ: Céfazoline ; KF :Céfalothine ; CTX: Cefotaxime ; CAZ : Ceftazidime ; FEP : Cefepime; CIP : Ciprofloxacine ; PEF :Péfloxacine ;
OFX : Ofloxacine ; PA : Acide pipemidique ; NA : Acide nalidixique ; GEN : Gentamicine ;TOB :Tobramycine ; AK :Amikacine ; K : Kanamycine ;
TE : Tétracycline ; SXT : Triméthoprime/sulfaméthoxazole (cotrimoxazole) ; Cs : colistine.
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Tableau VIII : Résultats des tests de virulence effectuée sur les souches étudiées.

Tests de virulence.
Souches La résistance au La fixation du Hémolysine.
sérum humain. Rouge Congo.
E 01 R. + B
E 02 R. + B
E 03 R. - B
E 04 R. - o
E 05 R. - a
E 06 R. - B
E 07 R. - B
E 08 R. - a
E 09 R. - 0}
E 10 R. - 0}
E1ll R. - o
E 12 R. + B
E 13 R. - o
E 14 R. + B
E 15 R. + B
E 16 R. - o
E 17 R. - a
E 18 R. - o
E 19 R. + o
E 20 R. + o
E 21 s. + B
E 22 R. + o
E 23 R. - B
E 24 R. . o
E 25 R. - B
R : Résistance au sérum. + : fixation du rouge Congo. a : hémolysine incomplete.
S : Sensibilité au sérum. - : pas de fixation du colorant. B : hémolysine compléte.
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Tableau V111 (suite) : Résultats des tests de virulence effectuée sur les souches

Tests de virulence.
Souches Lg résistance_au La fixation du Hémolysine,
sérum humain. Rouge Congo.
E 26 R. - B
E 27 R. - B
E 28 R. - B
E 29 R. - B
E 30 S. + B
E 31 R. + B
E 32 R. - B
E 33 R. - B
E 34 R. + B
E 35 R. + B
E 36 R. + B
E 37 R. + o
E 38 R. - B
E 39 R. - B
E 40 R. - B
E 41 R. + B
E 42 R. - B
E 43 R. + B
E 44 R. - B
E 45 R. + B
E 46 R. + B
E 47 R. + B
E 48 R. - B
E 49 R. - B
E 50 R. + a

R : Résistance au sérum
S : Sensibilité au sérum.

+ : fixation du rouge Congo.

- : pas de fixation du colorant.
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B : hémolysine compléte.



Annexes

Annexe 05 : Structures chimiques
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Figure 30: Structure de base des pénames (a gauche), structure de la pénicilline (a
droite) (BEN YOUSSEF etal., 2016).

Figure 31 : Structure de base des céphemes (a gauche), structure d’une céphalosporine(a
droite) (BEN YOUSSEF etal., 2016).

93



Annexes

Annexe 06 : Schémas

Revivification sur
BHIB +
Vérification de la
pureté sur M

Mesure de la densité
optique

Dilution et
ensemencement

Application des
disques

9,9ml A’EPS

10ml d’'EPS

0,1 ml

Inondatmn
3 asSml

[c] = 10% cellules/ ml

Qﬁ

Rejeter ’excés ef lisser sécher
15min i T ° ambiante

BHIB :BrainHeartInfusionBroth ; MH :Mueller Hinton ;EPS : Eau physiologique stérile ;
DO : Densité optique.

Figure 32 :Schéma récapitulatif de I’antibiogramme.
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Préparation des

solutions meres
AZ 300 AMX 16
ng/ ml ng/ ml

vérification de la

Revivification vérification de la pureté
) sensibilité des S.
£
£ —>
Revivifications suivie des e
veérifications BHIB ME+AMX
BHIB+ o MH+AZ
AMX
2
£
@
-3
& —_—
#
BHIB BHIB MH+AZ MH+AMX
+AZ
S. Réceptrice S. donatrice
BHIB BHIB
Mise en contact AL +tAMX
>
ANNE
Développement de
Incubation colonies sur MH
_—%
is us i is a37°C pdt 24h is
’t}\lllse el; s‘uspel'llflon !T:Jlsﬁf A P ‘ hFlse en N v
€étalement sur milieu sélec M suspension Etalement puis

incubation 37°C
pdt24h

Boites de transconjugant
MH+AMX+AZ

AZ :Azide de sodium ; AMX : Amoxicilline ; S : souches; BHIB : Brain Heart Infusion Broth ;

MH: Mueller Hinton
Figure 33 :Schéma récapitulatif du transfert des caractéres de résistance par conjugaison bactérienne.
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Revivification sur
BHIB

Ensemencement

Incubation
a 37°C pdt 24h.

Technique des
trois quadrants

® @

Sur TSA + Columbia +
le RC sang humain
Fixation du Hémolysine

rouge Congo

20l a partirde
culture en phase
exponentielle

Incubation
4 37°C pdt18h.

SdEP M B86'6

Etalement

\

Incubation a
37°Cpdt
15 min

La résistance au
sérum

BHIB :Brainheart infusion broth ; EPS : Eau physiologique stérile ; TSA :Tryptase-Soja-Agar ;RC : Rouge Congo

Figure 34 :Schéma récapitulatif des tests de recherches des facteurs de virulences.
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