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Résumé 

 



 

Résumé 

 L’objectif de cette présente étude est de caractériser deux souches d’E. coli, isolées des 

eaux usées de oued Boumerzoug, sur le plan morphologique, cultural et biochimique et de 

déterminer leur comportement vis-à-vis des antibiotiques puis réaliser une étude comparative 

de la sensibilité aux antibiotiques les plus utilisées en thérapeutique, de 124 souches d‘E. coli 

isolées de diverses sources dont: coprocultures (47), urines (68) et eaux usées (9), afin de 

préciser l’importance de cette bactérie en terme de santé publique. 

 Les résultats montrent que les deux souches ont bien cultivé sur milieux de culture 

sélectifs  EMB à 37°C et présentent  les caractéristiques suivantes: petits bacilles à Gram 

négatif ,oxydase +catalase- ,glucose+, lactose+,gaz-,H2S-, uréase- , indole + , réduisant les 

nitrates en nitrites RM+et VP-, mannitol+, mobilité+ , n’utilisant pas les citrates comme seule 

source de carbone.  

L’étude de la résistance aux antibiotiques a été déterminée, par la méthode de 

l’antibiogramme standard  préconisé par le CLSI  des souches étudiées, fait apparaitre 

d’importantes résistances vers plusieurs antibiotiques. Toutes les souches ont présenté une 

résistance de 100%  aux β-lactamines à savoir : l’Amoxicilline(AMX), 

Amoxicilline+acideclavulanique (AMC), Piperacilline (PIP) et à la Céfazoline (CZ). 

 L’efficacité des aminosides (Gentamicine,Amikacine)et des quinolones(Ciprofloxacine) 

reste  très satisfaisante pour  les souches isolées des eaux usées par contre ces antibiotiques 

sont inactifs sur les souches isolées des coprocultures et des urines . 

Au terme de cette étude nous rappelons l’utilisation rationnelle des antibiotiques en 

médecine et une surveillance de l’antibiorésistance des E. coli dans l’environnent. 

Mots clés : ß-lactamines, antibiotiques, résistance aux antibiotiques, Escherichia coli 

 

                                                                          

  



 

 يهخص

انصحً     بكخٍزٌب لٕنٍَٕت يعشٔنت يٍ يٍبِ انصزف E. coliانٓذ ف يٍ ْذِ انذراست ْٕ ححذٌذ خصبئص سلانخٍٍ يٍ

 ٔ انبٍٕكًٍٍبئً ٔ ححذٌذ سهٕكٓى ببنُسبت نهًضبداث انحٌٍٕت ثى إجزاء دراست يعهى انصعٍذ انًٕرفٕنٕج (ٔادي بٕيزسٔق)

 سلانت حى عشنٓب يٍ عذة يصبدر يخخهفت 124يمبرَت نحسبسٍت انًضبداث انحٌٍٕت انشبئعت الإسخخذاو فً انًٍذاٌ انعلاجً ل

(47)coprocultures ,(68)urines ٔ(9)eaux uséesيٍ أاجم ححذٌذ أًٍْت ْذِ انبكخٍزٌب يٍ حٍث انصحت انعبيت . 

درجت يئٌٕت ٔ نٓب انخصبئص 37 فً درجت حزارة EMBبٍُج انُخبئج أٌ انسلانخٍٍ لذ ًَج جٍذاً فٕق ٔسظ إَخمبئً

 , -petits bacilles à Gram négatif ,oxydase +catalase- ,glucose+, lactose+,gaz-,H2S-, uréaseانخبنٍت 

indole + , réduisant les nitrates en nitrites, RM+et VP-, mannitol+, mobilité+.  , لا حسخعًمcitrate 

  كًصذر ٔحٍذ نهكبربٌٕ

حٍث أظٓزث  CLSIحى ححذٌذ يمبٔيت انًضبداث انحٌٍٕت نهسلالاث انًذرٔست عٍ طزٌك الأسهٕة انذراسً انذي أٔصج بّ

 انُخبئج يمبٔيت بُسبت يًٓت نجًٍع انًضبداث انحٌٍٕت 

 .AMX ٔ((CZ),(AMC),(PIP)) : ببنُسبت ل β-lactaminesضذ عبئهت  ( (%100أظٓزث جًٍع انسلالاث يمبٔيت

 بًٍُب حبمى ,يزضٍت ببنُسبت نهسلالاث انًعشٔنت يٍ يٍبِ انصزف انصحً aminosides ٔquinolones ٔ حبمى فعبنٍت ال

  . coprocultures ٔ urinesغٍز فعبنت فًٍب ٌخص انسلالاث انًعشٔنت يٍ 

 ., Escherichia coliيمبٔيت انًضبداث انحٌٍٕت,يضبدث حٌٍٕت β-lactamine , :الكلمات المفتاحية



 

 

Abstract 

       The purpose of this study is to characterize two strains of E.coli ,isolated from the waste 

water of  Oued Boumerzoug, Morphologically, culturally biochemically and to determine 

their comportment against some antibiotics then, to realize a comparative study about their 

sensibility to the most used antibiotics  in therapeutic.   

124 strains of E. coli were isolated from diverse sources which: stools (47),urines (68), 

sewage (9) in order to precise the importance of this bacteria in terms of the public health. 

        The results show that both strains have well grown in the selective culture media and 

present the following characteristics: Gram négatif ,oxydase +,catalase- ,glucose+, 

lactose+,gaz-,H2S-, uréase- , indole + , RM+ and VP-, mannitol+, motility+,  reducing nitrates 

to nitrites not using the citrates as a single source of Carbon   

        The study of the resistance to antibiotics has been determined  with the method  

recommended by the CLSI of the studied strains it shows important resistance to many 

antibiotics. All strains have presented a resistance of (100 %) for ß-lactamines to Amoxiciline 

(AMX),amoxicilline+acide clavulanique(AMC),Piperaciline(PIP) andCéfazoline(CZ). 

        The efficiency of aminosides (Gentamicine,amikacine) and quinolones (ciprofloxacine) 

still very satisfactory for the isolated strains from the sewage in the other side these antibiotics 

are inactive on the isolated strains  

         At the end of this study we remind of the rational use of antibiotics in medicine and the 

surveillance of in the environment         

 

Key words:  ß-lactamines, resistance to antibiotics, antibiotics, Escherichia coli 
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Introduction 

 E.coli est un bacille Gram  négatif de la famille des Enterobacteriaceae, représentant   un 

grand groupe hétérogène de bactéries dont  l’habitat est le tractus intestinale des humains et 

des animaux. 

         E.coli est une espèce au sein de laquelle on retrouve à la fois des souchescommensales, 

colonisant les individus sains, et des souches ayant acquis des facteurs devirulence, ces 

souches sont capables d’induire plusieurs pathologies. 

         Cette bactérie généralement sensible aux antibiotiques, a acquis au fil des années 

desmécanismes de résistance aux antibiotiques. 

La présence de microorganismes pathogènes d’origine fécale dans les eaux usées pose 

d’importants  problèmes sanitaires quand ces eaux sont utilisées pour la production d’eau 

potable pour la consommation et l’irrigation.les maladies infectieuses causées par ces 

bactéries sont traitées depuis de nombreuses années, grâce à l’emploi d’antibiotiques. 

En effet les eaux usées transportent toutes sortes d’organismes pathogènes ; les E.coli sont 

parmi les pathogènes retrouvés dans les eaux usées et sont considérées à l’heure actuelle 

comme des pathogènes en santé publique. 

Cependant l’usage croissant  et massif d’antibiotiques a induit une certaine résistance des 

bactéries envers ces substances. Les antibiotiques sont utilisés en médecine humaine mais 

également intensivement enmédecine  vétérinaire et aussi comme complément alimentaire 

dans l’élevage. On rencontre couramment des bactéries résistantes aux antibiotiques dans les 

milieux ou les antibiotiques sont utilisés mais aussi dans les eaux. 

     Ce phénomène de résistance bactérienne aux antibiotiques est devenu un problème 

alarmant.   

L’étude de ce phénomène est réalisée, en analysant  la résistance aux antibiotiques de souches 

d’E. colià partir de divers échantillons (eaux usées, urines et coprocultures(origine 

humaine)) ; en effet cette espèce appartenant au groupe des coliformes fécaux, est utilisée 

comme indicateur de contamination fécale.  
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La connaissance et la maîtrise de cette résistance permettront d’améliorer  la prise encharge 

de ces antibiotiques en thérapeutique. 

         Le but de notre travail est : 

  De caractériser sur le plan morphologique, structural et cultural de deux 

souches présumées E.coli isolées des eaux usées. 

 

 D’étudier la sensibilité vis-à-vis des antibiotiques et réaliser une étude 

comparative de 124 souches d’E. coli provenant de diverses sources :des eaux 

usées ,des urines et des coprocultures. 

 

 



 

 

Revue 

bibliographique 



1. Caractères  Généraux  

1.1Définition  

       C’est en 1885 que la bactérie Escherichia coli est décrite pour la premier fois dans des 

salles de nourrissons, par l’Allemend Theodor Escherich.Toutefois son nom actuel lui est 

donnée en 1919 par Castellani et Chambres
[1]

  

       Le genre appartient à la famille des Enterobacteriaceae, qui doit son nom à leur 

isolement fréquent du tube digestif et/ou des fèces des mammifères 
[2]

. Les entérobactéries 

sont une vaste famille de bactéries qui sont rencontrées touts les jours en bactériologie 

médicale. 

       Le terme Enterobacteriaceae vient de deux mots grecs : Enteron (intestin) et baktéron 

(petit baton), il signifie  bacille intestinaux 
[3]

. 

      E.coli est une bactérie généralement commensale, mais certaines souches peuvent  être ou 

devenir pathogène et vont alors entrainer  gastro-entérites, des infections urinaires, des 

méningites et même des septicémies 
[4]   

 

                   Le genre Escherichia comprend cinq espèces : E.coli, E.fergusonii,                                

E.hermannii, E.vulneris et une cinquième très rare qui a été isolé de blattes, d’ où son nom 

E.blattae. Ces espèces sont bien différentiable les unes des autres sur la base des résultats des 

hybridations  ADN/ADN, et par des caractères  phénotypique particuliers
 [1]

.  (Tableau 2) 

 

1.2. Habitat  

          Les entérobactéries sont présentes dans nombreux écosystèmes, en particulier l’intestin 

qui lui à donné son nom mais aussi dans l’environnement (eau, sol).elle peuvent être 

saprophytes, commensales ou pathogènes .Le cas d’E.coli  est typique puisque cette bactérie 

est retrouvée dans les eaux souvent en provenance d’une contamination  fécale, dans 

l’intestin.
 [2]

 

        Cependant, bien que la majorité des souches d’E. coli  soient commensales, certaines 

d’entre elles sont associées à des pathologies intestinales 
[5]

 ou extra-intestinales
 [6]

, très 



diverses chez l’homme. Comme la plupart des pathogènes des muqueuses, les souches  d’E. 

coli pathogène utilisent une stratégie d’infection dont les points clés sont la colonisation des 

muqueuses, éventuellement l’invasion des cellules, la multiplication, l’évasion des défenses 

de l’hôte et les dommages à l’hôte. La détermination des combinaisons de propriétés 

particulaires associées à la virulence d’une souche, les modes d’infection et les signes 

cliniques de l’infection, constitue un moyen de typage d’E. coli  que l’on désigne sous le 

néologisme de pathotype ou pathovar
[7] 

. 

 

1.3. Classification de l’espèce E. coli  

       Historiquement l’espèce E. coli, faisant partie de la famille des Enterobacteriaceae, a 

été déterminée à partir de caractères phénotypiques, biochimiques et physiologiques. 

Aujourd’hui ce sont des techniques basées sur l’utilisation de l’ADN qui permettent une étude 

génétique des populations et la caractérisation des différentes souches d’E. coli.
[8]

(Tableau 1) 

 

2. Caractères bactériologique  

2.1 Caractères morphologiques et culturaux  

      E. coli ou colibacille est une bactérie  a sporulée  mesurant 2 à 4 μ 

De long sur 0,4 à 0,6 μ de large. C’est une bactérie fine et allongée à extrémités arrondies, 

mobile grâce à une ciliature péritriche .Ce germe non exigeant, sur gélose ordinaire donne des 

colonies lisses,brillantes et homogènes
[13] 

.  

 2.2  Caractères biochimiques  

       E. coli  possède une catalase mais est dépourvu d’oxydase. L’étude d’activités 

enzymatiques et de la fermentation des sucres est réalisée à l’aide de micro-méthodes validées 

disponibles dans le commerce sous forme de galeries. 

      Ces dernières permettent l’identification de cette bactérie ainsi que le diagnostic 

différentiel avec les autres bactéries de la même famille. Ces caractères sont regroupés dans le  

(Tableau 3).  

 

 2.3 Caractères sérologiques  



        Ces sérotypes sont définis selon leurs antigènes somatiques O , capsulaire K(80) et 

flagellaires H (56). 

        De plus, K sont subdivisés en types A, B ou L .Le type B est rencontré exclusivement 

dans les souches associées aux diarrhées infantiles
 [14]

. 

 

2.3.1 Les antigènes somatiques O  

            Les antigènes O somatiques sont de nature lipopolysaccharidique et sont situés sur la 

membrane externe des bactéries à Gram-négatif. Le lipopolysaccharide (LPS) est formé de 3 

Parties: le lipide A (relativement conservé chez E. coli et intégré dans la membrane externe), 

la région centrale et enfin une chaîne polysaccharidique variable, l’antigène O, qui est 

composée d’unités répétées comprenant de 2 à 7 sucres 
[15]  

. 

Les différences antigéniques des chaînes spécifiques sont liées soit à la nature des sucres qui 

composent le chaînon répété soit à leur mode de liaison. La détermination de l’antigène O par 

des sérums montre l’existence de réactions croisées avec les LPS d’autres bactéries 

Gram- négatif
 [16]  

. La majorité des enzymes intervenant dans les différentes étapes de la 

biosynthèse de l’antigène O sont codées par des gènes regroupés en général sur le 

chromosome au niveau du locus rfb. La recherche de ces gènes  par PCR est généralement                                                                                                                                                                                                                                  

usitée pour déterminer le sérogroupe de ces bactéries. Les techniques de biologie moléculaire 

permettent aussi de sérogrouper les mutants incapables de synthétiser l’antigène O dénommés 

OR, pour « O rough»
 [17]   

.
 
 

 

2.3.2 Les antigènes  flagellaires H 

            Chez E. coli, les flagelles sont constitués de trois parties : un corpuscule basal, un 

crochet et un filament hélicoïdal formé d’un assemblage de flagelline. Plus de 40 gènes 

répartis principalement dans 4 clusters sont impliqués dans la formation et le fonctionnement 

du flagelle. La flagelline, immunogène et constituant l’antigène H est généralement  codée  

par legène fliC. Chez E. coli, les parties N-terminale et C-terminale de la flagelline sont 

conservées, tandis que la partie centrale, exposée à l’environnement, est hautement variable 

[13] 
. Cette diversité proviendrait des transferts horizontaux et des recombinaisons d’ADN 

étranger qui généreraient de nouveaux allèles de fliC et ainsi de la diversité antigénique
[18] 

 . 

Les souches d’E. coli dans l’incapacité de synthétiser un flagelle fonctionnel sont classées 

comme non-mobiles (NM). 



 

2.3.3 Les antigènes de surface ou d’enveloppe  K 

Il existe 3 types d’antigènes K disignée par les lettres L, A ou B  

 L’antigène L  est le plus fréquent mais est thermolabile (il est détruit en une demi-

heure à 100 °C) .Donc le chauffage provoque une perte du pouvoir antigénique, du 

pouvoir de fixer les anticorps et du pouvoir de masquer l’antigène O. 

 L’antigène A est rare ; c’est un antigène capsulaire (E. coli encapsulés sont 

relativement fréquents dans les infections urinaires). L’Ag A est très thermostable ( il 

faut un autoclavage pour le détruire). 

 L’antigène B est toujours présents chez E. coli enthéropathogénes de gastro-entérite 

infantile. Il a une thermolabilité intermédiaire : après une demi-heure. à 100°C, il reste 

toujours de L’antigène B mais L’antigène O peut entrer en contact avec le sérum par 

« trouage » de l’enveloppe, la fixation de l’anticorps est toujours positive mais le 

pouvoir antigénique se perd progressivement (en fonction de la durée de chauffage)
 

[19] 
. 

 

3. Résistance aux antibiotiques 

3.1. Définition de la résistance bactérienne : 

       La résistance bactérienne se définit Comme la capacité d’une bactérie à croitre ou de 

survivre en présence de l’antibiotique.                                    

       Les conditions d’activité d’un antibiotique sont de posséder une cible spécifique, de 

demeurer sous forme active, d’accéder à la cible et d’interagir efficacement avec elle en la 

désactivant. 

         Il existe de nombreux mécanismes aboutissant à l’expression de la résistance et suivant 

son caractère inné ou acquis, on distingue la résistance naturelle de la résistance acquise. La 

résistance naturelle est programmée sur le génome et constante à l'intérieur du taxon ; elle 

constitue un critère d'identification stable d’une espèce. Les résistances acquises sont quant à 

elles consécutives à des modifications de l'équipement génétique
 [20] 

. 

 

 

3.2 Résistance naturelle   



              E.coli est une entérobactérie, comme toutes les entérobactéries elle  ₍présente une 

résistance naturelle aux glycopeptides et à la pénicilline G. Elle appartient avec Proteus 

mirabilis, Salmonella, Shigella, au groupe 1 des entérobactéries. Toutes ces espèces sont 

naturellement sensibles à l’ensemble des β lactamines. Toutefois comme Shigella, E.coli 

produit à très bas niveau une céphalosporinase chromosomique qui ne se traduit en pratique 

par aucun phénotype particulier
[21] 

 . 

 

     

 

 Figure 01 : Résistance naturelle aux antibiotiques
 [22] 

 

 

 

Souches sensibles à touts les béta-lactamines, malgré la présence d’une céphalosporinase 

chromosomique d’espèce de classe C qui est exprimée à très bas niveau (présente mais nom 

détectable, exemple : E.coli figure01) 

 

3.3. Résistance acquise 

       Certaines souches ont acquis de nouveaux phénotypes de résistance leur permettant 

d’échapper aux antibiotiques. Ces mécanismes sont de trois ordres différents : 

-Diminution de la quantité antibiotique atteignant la cible par diminution de la perméabilité ou 

par apparition de systèmes d’efflux. 

-Modification de la cible de l’antibiotique soit par une mutation soit par acquisition de gènes 

exogènes.                                                                                                                                           

-Inactivation de l’antibiotique, c’est le mécanisme le plus fréquent. Il peut s’agir d’une 

destruction de l’antibiotique, ou d’une modification de la molécule par ajout de radicaux. 

 

       Dans le cas d’E. coli et de la résistance aux β lactamines est due à une inactivation de 

l’antibiotique par l’acquisition d’enzymes, 3 principaux types d’enzymes doivent être 

connus : 

  3.3.1 Les pénicillinases qui sont plasmidiques.  

FOS AMX TIC CF 

MOX CTX MA FOX 

IPM AMC TCC PIP 

TZP CAZ ATM CIP 



           Elles peuvent être de bas niveau et donc responsables d’une résistance aux 

aminopénicillines ,aux carboxypénicillines et aux uréidopénicillines, ou de haut niveau et 

donc responsables d’une résistance non seulement aux 3 antibiotiques cités mais aussi aux 

moélcules possédant des inhibiteurs de β lactamases ainsi qu’au céphalosporines de première 

et deuxième génération.
[21] 

 

 Bêta-lactamase de classe A haut niveau (pénicillinase) 

Résistance haut niveau à AMX, TIC ; inhibition de l’activité enzymatique par l’acide 

clavulanique (activité de AMC et TCC > AMX et TIC) ; activité réduite pour les 

uréidopénicillines (PIP) et les C1G (CF) et les C2G (MA) (exemple : E. coli figure 02, E. coli 

figure ,03). En milieu hospitalier, 50 % des souches de E. coli produisent une 

pénicillinase.
[21] 

 

 

 
 

        

Figure 02 : Résistance acquise (bêta-lactamase de classe A haut niveau (pénicillinase)).
 

[22] 
 

 

 

                                                                                                           

Figure 03 : Resistance acquise (beta-lactamases de classe A haut niveau (TEM1))
 [22] 

 

 

3.3.2 Une enzyme dite TRI (pour TEM résistant inhibiteur)  

FOS AMX TIC CF 

MOX CTX MA FOX 

IPM AMC TCC PIP 

TZP CAZ ATM CIP 

PIP AMX TIC CF 

MOX CTX MA FOX 

IPM AMC TCC PIP 

 CAZ ATM  



        Qui hydrolyse non seulement le cycle β- lactams mais aussi l’inhibiteur des β-lactamases  

et qui sera donc responsable d’une résistances aux amionpénicillines , aux uréidopénicillines, 

aux carboxypénicillines et aux inhibiteurs de β.lactamases.
[21] 

 

 Bêta-lactamase de classe A TRI (pénicillinase TRI) 

 Même phénotype que E. coli pénicillinase haut niveau, excepté la résistance haut niveau à 

AMC et TCC (pas d’activité d’inhibition de l’acide clavulanique) (exemple : E. coli 

figure 04). En milieu hospitalier, on peut trouver jusqu’à 5 % des souches de E. coli 

résistantes au clavulanate.
[21]  

 

 

 Figure 04 : Beta-lactamase de classe A TRI. [
22] 

 

 Béta-lactamase de classe A à spectre étendu           

     Résistance à l’ensemble des pénicillines et céphalosporines, en particulier aux C3G (CTX, 

CAZ) et aux monobactames (ATM). L’activité des céphamycines et de l’imipénème n’est pas 

modifiée. Une image de synergie (inhibition de l’activité enzymatique par l’acide 

clavulanique) est souvent détectée entre les C3G et AMC ou TCC (exemple : E.coli figure 05)
 

.[22]  

 

 

 

FOS AMS   TIC CF 

MOX CTX MA FOX 

IPM AMC TCC PIP 

 CAZ ATM CIP 

PIP AMX TIC CF 



  

Figure 05 : Béta-lactamases de classe A à spectre étendu.
[22]

 

Lorsque le niveau d’expression de l’enzyme est trop élevé, l’image de synergie est plus 

difficile à mettre en évidence (exemple : E. coli figures (06 ,07)
 
.
[22] 

 

                                                                                                                  

    Figure 06 : Béta-lactamases de classe A à spectre étendu TEM-3
[22] 

. 

 

 

               

 

     Figure 07 : Béta-lactamases de classe A à spectre étendu SHV5
[22] 

. 

 

                  

  3.3.3-Les Céphalosporinase 

       E.coli possède une céphalosporine chromosomique qui contrairement aux Enterobacter 

est rarement dé- réprimée. Toutefois comme toutes les entérobactéries E. coli peut acquérir 

MOX CTX MA FOX 

IPM AMC TCC PIP 

 CAZ ATM  

PIP AMX TIC CF 

MOX CTX MA FOX 

IPM AMC TCC PIP 

 CAZ ATM  

PIP AMX TIC CF 

MOX CTX MA FOX 

IPM AMC TCC PIP 

 CAZ ATM  



une céphalosporinase plasmidique  appelée β les (βeta- lactamases à spectre étendu) qui est 

responsable d’une résistance à toutes les β lactamines à l’exception de l’imipenème
 [21] 

.          

 

 Hyper producteur de Bêta-lactamase de classe C (céphalosporinase) 

Résistance à AMX mais les carboxypénicillines (TIC) et les acyluréidopénicillines (PIP) 

restent actives. Pas d’inhibition par le clavulanate ⇒ résistance à AMC mais TCC reste actif. 

Résistance de haut niveau aux C1G (CF). Activité toujours diminuée (voir résistance de haut 

niveau) aux céphalycines (FOX). L’activité des C2G, des C3G est légèrement diminuée, celle 

de l’imipénème (IP) reste normale (exemple : E. coli figure ?). On peut noter que l’activité de 

l’amoxicilline et des céphalosporines peut être restaurée en présence de BRL4215 qui est un 

inhibiteur puissant des bêta-lactamases de classe C (exemple : E. coli figure 08). 
[22]

 

 

 

    Figure 08: Hyper producteur de Bêta-lactamase de classe C (céphalosporinase)
 [22] 

.
 
 

 

 

 
 Figure 09 : Restauration de l’activité de l’amoxicilline et des céphalosporines par le 

BRL4215.
[22]

 

FOS AMX TIC CF 

MOX CTX MA FOX 

IPM AMC TCC PIP 

 CAZ ATM CIP 

     TIC      CF    FOS 

TIC+BRL CF+BRL FOS+BRL 
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- Lieu de travail 

  Notre étude à été effectuée au niveau du laboratoire de microbiologie d’UC1 et au niveau 

du laboratoire de bactériologie de l’hôpital pédiatrique d’El Mansourah, Constantine. 

- Objectif de cetteétude 

- De caractériser sur le plan morphologique, structural et cultural de deux souches 

présumées E. coli  isolées des eaux usées. 

 

-   D’étudier la sensibilité vis-à-vis des antibiotiques et réaliser une étude 

comparative de 124 souches d’E. coli provenant de diverses sources :des eaux usées , 

des urines et des coprocultures. 

-Durée de l’étude  

 Notre travail s’est étalé sur une période de 3 mois (Février- Avril)   de l’année 2014. 

1. MatérielsetMéthodes 

1.1. Matériels 

1.1.1 Souchesutilisées : 

  Les souches bactériennes étudiées représentent  un totale de 124 souches d’E.coliqui ont 

été isolées de divers produits (eaux usées, coproculture, urines). 

 2 Souches présumées E. coli sont soumise à l’étude 

 7 Souches ont été isolées des eaux usées et déjà identifiées. (année 2013). [63] 

 47 Souches des coproculture, prévenant des patients de CHU. (année2011).[62] 

 68 Souches isolées des urines ont été identifiées au niveau de l’hôpital CHU  

(année2011).[64] 

Dans cette étude seulement 2 souches ont été caractérisées au niveau de notre laboratoire. 
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1.1.2 Matérielutilisé : 

 

 Incubateurréglé à 37°C. 

 Les lames etlamelles. 

 Portoirs. 

 Becbunsen. 

 Anse de platine. 

 Ecouvillon. 

 Pinces. 

 Boîtes de pétri  (9cm de diamètre). 

 Distributeursd’antibiotiques. 

 Disquesd’antibiotiques. 

 Tubes à essais. 

 Disquesd’oxydase. 

 Disquesd’ONPG. 

 

1.1.3 Milieuxutilisés : 

 

 Gélose nutritive. 

 Gélose Mueller-Hinton. 

 Gélose EMB (gélose éosine bleu de méthylène). 

 Milieu TSI. 

 Milieu Urée-Indole. 

 Milieu Citrate de Simmons. 

 Milieu Clarks etLubs. 

 Milieu Mannitolmobilité. 

 Milieu Bouillon nitrate. 

 MilieuMoeller-Falkow(ODC ,LDC,ADH). 

 Eau peptonéeexempted’indole. 

 Huile de vaseline. 
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               1.1.4       Réactifs : 

 Kovacs 

 Rouge de méthyle 

 VP I : alpha méthyle à6% 

 VP II : KOH à 40% 

 NIT I : acide sulfanilique (en solution à 8% en acétique 5N) 

 NIT II :naphtylanine(en solution à 6% en acétique 5N)  

 Eau oxygènée à 10 V 

1.2. Méthodes 

1.2.1.Isolementsur milieu solide : 

Lesdeux souches présumées  E. coli, conservées sur gélose nutritive inclinée, ont été ré-

isolées sur milieu EMB  et incubées à37°C pendant 18h à 24h. 

- Etude macroscopique 

      Après incubation à 37°C pendant 18 à 24h, les caractéristiques macroscopiques des 

colonies d’E. Coli (la forme du relief, la taille, la couleur, l’aspect………etc.) sont observées 

à l’œil nu. 

- Etude microscopique 

       Une coloration de Gram  a été effectuée (annexe3). 

1.2.2. Identification par galeriebiochimique : 

-     Préparation de la suspension bactérienne  

La préparation de la suspension bactérienne s’effectue par  le transfert en conditions 

aseptiques, d’une colonie bien isolée. 

 Cette suspension sert à ensemencer différents milieux de cultures en tubes permettant 

ainsi de mettre en évidence les différents caractères biochimiques d’E. coli. 
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- Recherche de l’oxydase 

Ce test permet de mettre en évidence une enzyme : la phénylène diamine oxydase des 

bactéries à partir de leur culture en milieu gélosé.Cette enzyme est capable d’oxyder un réactif 

: le N-diméthylparaphénylène diamine. Ce test est à la base de l’identification des bactéries 

Gram -.[52] 

- Recherche de catalase 

La catalase est une enzyme qui catalyse la dégradation du peroxyde d'hydrogène (H2O2), 

produit toxique du métabolisme aérobie de nombreuses bactéries, en H2O et 1/2 O2. 

H2O2         H2O + 1/2 O2 

La recherche de la catalase est untest fondamental pour l'identification des bactéries 

àGram négatif.[54] 

- Recherche de l’utilisation du glucose, lactose, production de gaz etH2S sur le 

milieu TSI. 

Le milieu TSI utilisé pour l’identification des entérobactéries dont E. coli  Il permet 

demettre en évidence la fermentation du glucose (avec ou sans dégradation gazeux), du 

glucose, lactose, production de d’hydrogène sulfuré  H2S .Il est ensemencé comme indiqué 

dans la figure .Il est important de ne pas visser le bouchon pour permettre les échanges 

gazeux Incubation 24h à 37°C. [55] 

- Test mannitolmobilité 

Le mannitol est un polyalcoolissu de la réduction du D-fructose. Sa dégradation conduit à 

la formation de fructose qui est attaqué en donnant des acides à chaînes courtes (acide 

méthanoïque, acide éthanoïque...). Il permet de lire: la mobilité,la fermentation du mannitol, 

la réduction des nitrates en nitrites et la production de gaz).[56] 

- Test du rouge de méthyle (RM) et vogesproskauer (VP) 

Le milieu de Clark et Lubs permet l'étude desproduits de fermentation du glucoseet la 

différenciation entre la fermentation( desacides mixtes ) et la fermentation ( butandiolique ). 



                          Matériels et méthodes  

 

 

22 

- Testdu rouge de méthyle (RM)                                                                                             

Ce test permet la mise en évidence, grâce au rouge de méthyle, de la fermentation 

acide mixte par acidification d'un milieu glucosé après fermentation du glucose. 

Après incubation, le réactif rouge de méthyle est ajouté. 

- Recherche de l’acétoïnevogesproskauer (VP)                                                                                                      

Ce test permet la mise en évidence de la production d'acétoïneou le 3-hydroxy-

butanone  au cours de la fermentation butylène glycolique:en présence d'une base 

forte VPII et d'alpha-naphtol VPI, l'acétoïne donne unecoloration rouge en milieu 

très oxygéné. La présence de l’acétoïne se traduit par un virage du milieu au rose 

rougeâtre.[57] 

 

- Recherche de l’utilisation de citrate 

 Ce milieu ne contient qu’une seule source de carbone : le citrate. Seules les bactéries 

possédant un citrate perméase seront capables de se développer sur ce milieu. L’utilisation du 

citrate peut se faire de diverses manières, ce qui suivant le cas, il se traduira par une 

alcalinisation ou une acidification du milieu, plus ou moins importante. 
 

   Une bactérie sera citrate plus si elle alcalinise le milieu en utilisant le citrate. Cette 

réaction est indiquée par le changement de couleur de l’indicateur de pH, le bleu de 

bromothymol qui devient bleu.[53] 

- Recherche de l’indole et mise en évidence de l’uréase et de la TDA 

           Le milieu Urée-tryptophane, improprement appelé urée-indole est un milieu de 

culture synthétique utilisé en bactériologique permettant la mise en évidence simultanée : 

 De la production d'indole (par l'hydrolyse du tryptophanepar la tryptophanase). 

 De l'hydrolyse de l'urée (par une uréase). 

 La désamination du tryptophane par  le tryptophane désaminase.  [58] 

- Bouillon nitrate : 

      Le bouillon nitraté est un bouillon de culture  permettant la recherche de l'utilisation 

de l'ion nitrate par certains micro-organismes, notamment par respiration nitrate.[59] 
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-     MilieuxMoeller-Falkow : 

        Ce milieu fait parti des milieux d’étude du métabolisme protidique. Il permet de 

révéler les décarboxylases liées aux acides aminés étudiés : LDC, ODC, ADH.  

Ce sont des milieux d’identification très utilisés pour le diagnostic différentiel des espèces 

appartenant aux familles  et genres suivants : Enterobacteriaceae, Vibrionaceae, 

Pseudomonas et genres associés. 

 Dans un premier temps les bactéries en anaérobiose, fermentent le glucose et donc les 

milieux s’acidifient (virage du violet au jaune de l’indicateur de pH).  

 Dans un deuxième temps, les bactéries ayant épuisées le glucose peuvent utiliser 

l’acide aminé présent dans le milieu si elles possèdent les enzymes adéquats.  

              En anaérobiose et en milieu acide c’est la décarboxylation des acides aminés par 

les décarboxylases qui est favorisée. L’amine produite ré-alcalinise le milieu ce qui a pour 

effet de faire viré au violet le milieu.[60] 

1.2.3.Etude de la sensibilité d’E.coli aux antibiotiques : 

L’étude de l’antibiogramme est réalisée par la méthode de diffusion sur gélose de 

Mueller-Hinton suivant les recommandations du CLSI. 

En utilisant les antibiotiques suivants :les ß-lactamines(amoxicilline 

AMX,Amoxicilline+Acideclavulanique AMC, ticarcilline TIC, céfazoline CZ, céfoxitine 

FOX, céfotaxime CTX, imipénéme IPM), les aminosides (gentamicine GN,amikacine AN), 

les quinolones et les sulfamides (acide nalidixique NA, ciprofloxacineCIP ,colistine Cs, 

nitrofurantoine NF, sulfamethoxazol+trimenthoprim SXT) 

a. Milieu de culture 

          Le MilieuMueller-Hinton est coulé dans une boite de pétri de façon uniforme et 

jusqu’à une épaisseur de 4 mm. 

b. Préparation de l’inoculum 

          A partir d’une culture pure de 18h sur GN, racler à l’aide d’une  anse de platine une 

colonie bien isolée et la transférer dans un tube contenant 2ml d’eau physiologique  stérile. 

Bien homogénéiser la suspension bactérienne, son opacité doit être équivalente à 0.5Mc 

Farland ou à une D.O de 008 à 0.10 lue à 625nm. 

c. Ensemencement 

-Tremper un écouvillon stérile dans la suspension, bactérienne. 
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-Frotter l’écouvillon sur la totalité de la surface gélosée, sèche, de haut en bas, en stries 

serrées. 

-Répéter l’opération trois fois, en tournant la boite de 60° à chaque fois sans oublier de 

faire pivoter l’écouvillon sur lui- même. 

-Finir l’ensemencement en passant l’écouvillon sur la périphérie de la gélose 

d. Application des disques d’antibiotiques 

Après 15 mn de séchage des boites, les disques choisis sont posés soit à la pince fine 

flambée, soit à l’aide d’un distributeur des disques. 

e. Prédiffusion et  incubation 

Il est importante d’observe une Prédiffusion d’antibiotiques de 30mn à température 

ambiante. 

f. Lecture et interprétation 

        La lecture s’effectue en mesurant le diamètre de la zone d’inhibition de chaque 

disque d’antibiotique à laide du pied à coulisse, à l’extérieur du biote fermé. Comparer les 

résultats aux valeurs critiques. Classer la bactérie dans une des catégories :  

 Sensible: Les souches S sont celles pour lesquelles la probabilité de succès 

thérapeutique est acceptable. On doit s'attendre à un effet thérapeutique dans le cas 

d'un traitement à dose habituelle par voie générale. 

 Résistante: Les souches R sont celles pour lesquelles il existe une forte probabilité 

d'échec thérapeutique. On ne peut s'attendre à un effet thérapeutique quel que soit le 

traitement. 

 Intermédiaire : Les souches I sont celles pour lesquelles le succès thérapeutique est 

imprévisible. Elles forment un ensemble hétérogène pour lequel la seule valeur de la 

CMI n'est pas prédictive 
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1. Identification des souches : 

 

1.1. Aspect macroscopique 

- Sur le milieu EMB, la culture des souches révèle des coloniesviolet foncé bombées  

présentant un éclat métallique verdâtre en lumière réfléchie. 

 

                        Figure11 : Aspect macroscopique des coloniessur milieu EMB 

 

1.2. Aspect microscopique :  

- L’observation microscopique après coloration de Gram montre la présence des bacilles  

à Gram négatif. 

 

 

 

 Figure12:Aspect microscopique (coloration de Gram) 

1.3. Identification biochimique : 

Le tableau4représente les caractères d’identification des deux souches : 
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Tableau4 : Les résultats d’identification biochimique des  deux souches : 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                  Souche 

tests 

Souche1 Souche2 

 Glu 

 

+ + 

TSI Lac 

 

+ + 

 Sacch 

 

- - 

 GAZ - - 

H2S - - 

Mannitol 

Mobilité 

Mannitol + + 

 Mobilité 

 

+ + 

Citrate  

 

- - 

Clark et 

Lubs 

RM + + 

 VP 

 

- - 

Nitrate  + + 

Catalase  + + 

oxydase  - - 

Urée 

Indole 

Uréase - - 

 Indole 

 

+ + 

TDA - - 

Milieu 

Moeller- 

Falkaw 

 

ADH - - 

LDC 

 

- - 

 ODC 

 

+ + 
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1.4.L’antibiogramme : 

 

Comme nous l’avons mentionné précédemment chaque souche a été soumise à un 

antibiogramme afin de déterminer la sensibilité aux différents antibiotiques ; la mesure des 

diamètres des antibiotiques testés est comparée aux diamètres critiques recommandés par le  

CLSI(annexe) ; Les résultats obtenus sont représentés dans le tableau 5 : 

 

 

Tableau5 :Le profil de résistance des souches  aux antibiotiques des deux souches : 

 

Antibiotique Diamètre 

mesuré 

Souche 1 Souche 2 

Amoxicilline (AMX) <6 R R 

Amoxicilline +AC. Clavulanique  

(AMC) 

12 R R 

Ticarcilline  (TIC) <6 R R 

Piperacilline (PIP) 26 S S 

Céfazoline (CZ) <6 R R 

Céfotaxime (CTX) 29 S S 

Imipenene  (IMP) 34 S S 

Gentamycine (CN) 19 

 

S 

 

S 

Amikacine(AM) 24 S 

 

S 

Pefloxacone(PEF) 35 

 

S 

 

S 

Sulfaméthoxazole + Triméthoprime 

(SXT) 

24 

 

S 

 

S 

Colistine(COL) 

 

22 S S 

 

Chloramphénicol (C) 34 S S 

Nitrofurane (NIT) 

 

 

 

22 

 

 

S 

 

 

S 

 

S : sensible                     R : résistance  
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Résultats  de l’antibiogramme des 9souches d’E.coli isolées des eaux usées : 

 

Le tableau 6représente l’antibiogramme des 9 souches d’E. coli isolées des eaux usées,nous 

remarquons la résistances aux β-lactamines suivants : AMX,AMC,PIP, et CZ  et la  sensibilité 

aux autres antibiotiques testés. 

 

Tableau 6 : Résultatsde l’antibiogramme des 9 souches d’E. coli isolées des eaux usées  

 

Antibiotiques Résistance 

Nombre pourcentage 

AMX 9 100% 

AMC 5 55,55% 

PIP 5 55 ,55% 

CZ 5 55,55% 

FOX 0 0% 

GN 0 0% 

NA 0 0% 

CIP 0 0% 

AN 0 0% 

ETP 0 0% 

 

La figure 13 illustre l’histogramme des pourcentages de résistance des 9 souches  d’E. 

coliisolées des eaux usées. 

 

 

Figure 13 : Histogramme de pourcentage de la résistanceauxantibiotiques 

d’E.coli n=9 isolées des eaux usées. 
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Les résultats de l’antibiogramme des souches isolées des urines montrent  une résistance des 

β-lactamines suivants :AMX(66,2%),AMC (32,3%),TIC(66,2%),CZ (26,5) et CTX(8,8%) les 

Aminosides :GN(8,8%),AN(2,9%), les quinolones NA(26,5),CIP(19,1%)et  les autres 

,SXT(45,6%),NIT(1,5%) 

Tableau 7 :Résistance des souches d’E.coliaux antibiotiques n=68 échantillon urine. 

Antibiotiques Résistances 

 Nombre pourcentage 

AMX 45 66,2% 

AMC 22 32,3% 

TIC 45 66,2% 

CZ 18 26,5% 

CTX 6 8,8% 

GN 6 8,8% 

AN 2 2,9% 

NA 18 26,5% 

CIP 13 19,1% 

SXT 31 45,6% 

NIT 1 1,5% 

 

L’histogramme (figure 14) illustre bien la résistance  des  68 souches  E. coli isoléesaux 

niveaudes urines 

 

 

 

Figure 14: Histogramme de pourcentage de la résistance d’E.coli  aux antibiotiques 

n=68 échantillon urine 
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Les résultats de l’antibiogramme des souches isolées des coprocultures révèlent aussi une 

nette résistance aux  β-lactamines AMX(80%) ,AMC(40%) ,TIC(40%) ,PIP(30%) , aux 

Céphalosporines CZ(60%) ,FOX(20%) ,CTX(50%) ,CAZ(40%).aux 

Aminosides GN(50%),aux Quinolones NA(40%),CIP(50%), et aussi aux autres antibiotiques 

FEP(20%),ATM(40%),FOS(10%),NET(30%),PEF(10%),C(30%),NF(10%) (Tableau 8). 

 

Tableau 8 : Résistance des souches d’E.coliaux antibiotiques n=47 isolées des 

coprocultures. 

 

Antibiotiques 

Résistance 

 Nombre pourcentage 

AMX 38 80% 

AMC 19 40% 

TIC 19 40% 

PIP 14 30% 

CZ 28 60% 

FOX 9 20% 

CTX 24 50% 

CAZ 19 40% 

FEP 9 20% 

ATM 19 40% 

FOS 5 10% 

GN 24 50% 

NET 14 30% 

NA 19 40% 

PEF 5 10% 

CIP 24 50% 

SXT 38 80% 

C 14 30% 

NF 5 10% 

 

 

 

 

La figure15 représente les résultats de l’antibiogramme des 47 souches d’E. coli isolées des 

coprocultures 
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Figure 15 : Histogramme de pourcentage de la résistance d’E.coliaux antibiotiques 

souches isolées des coprocultures n=47. 

 

Après avoir considéré l’antibiorésistance des souches dans leur ensemble,les taux de 

résistance ont été analysés en regroupant les souches d’E.colides  différentes sources : eaux 

usées(9), des urines(68) et (47) des coprocultures 

Les résultats  de notre étude comparative de la résistance aux antibiotiques de 124  souches 

d’E. coliisolées sont  représentés dans le tableau 9. 

 

Tableau 9 : Résistance des  souches d’E. colin=124isolées des trois sources (Eaux usées, 

Urines, coprocultures).  

 

Antibiotiques            Pourcentage des résistances 

Eaux usées Urines coprocultures 

AMX 100% 66,2% 80% 

AMC 55,55% 32,3% 40% 

CZ 55,55% 26,5% 60% 

GN 0% 8,8% 50% 

NA 0% 26,5% 40% 

CIP 0% 19,1% 50% 
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Figure 16 : Histogramme de pourcentage de la résistance d’E.coliaux antibiotiques 

souches isolées des(Eaux usées, Urines, coprocultures). 

Le nombre d’antibiotiques testés varient d’un échantillon à l’autre. Certains antibiotiques  

n’ont pas été testés sur les souches provenant des eaux usées et ceci en raison de la non 

disponibilitéde ces antibiotiques. 

La figure 16reprend tous les échantillons confondus, représente le pourcentage de 

résistanceaux antibiotiques testés. La gentamicine, l’acide nalidixique et la ciprofloxacine 

représentent un taux égal à 0%  pour les souches isolées des eaux usées. 

On observe que les taux varient nettement d’un antibiotique à l’autre. 

L’amoxicilline (AMX) est l’antibiotique qui présente le plus haut taux de résistance :plus des 

deux tiers des souches sont résistantes à cet antibiotique. Cet antibiotique est utilisé aussi bien 

en médecine humaine que vétérinaire et ce sans limite d’usage(il est parmi les antibiotiques 

les plus prescrit en pratique ambulatoire) ce qui explique la présence de nombreuses souches 

résistantes à son égard. 

Le taux de résistance à l’association amoxicilline/acide clavulanique (AMC) est plus bas que 

celui  de l’amoxicilline (55,55% (eaux usées) ,40% (coprocultures) et 32,3%( urines)). 

La céfazoline (CZ) présente un taux moins élevé par rapport à l’amoxicilline et à lassociation 

amoxicilline/acide clavulanique. 

Les résistances envers ces trois antibiotiques sont présentes cher toutes les souches. 

Des taux de résistance de même ordre ont été rapportés dans une étude réalisée par Zahar et 

al .[21] 
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Les taux de résistance sont clairement différents d’un échantillon à un autre, on peut classer 

alors, nos échantillons sur la base de leur taux décroissant: eaux usées, urines et 

coprocultures. 

Nos résultats sont en accord avec Parveen S.(1997) qui mettait un en évidence un taux de 

résistance élevé  des souches d’E. coli isolées dans les eaux usées que des souches isolées en 

milieu hospitalier. 
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Discussion 

Notre étude comporte dans un premier temps,  la caractérisation morphologique biochimique 

et culturale de deux souches d’E. coliisoléesà partir des eaux usées  et l’étude de leur 

comportement  vis-à-vis des antibiotiques et dans un deuxième temps lacomparaison de cette 

résistance avec celle des souches des eaux usées(7), des urines (68) et des coprocultures(47). 

 La caractérisation des deux souches étudiées révèle les caractéristiques suivantes : 

Les deux souchesétudiées sont de petits coccobacilles à Gram négatif et oxydase négative.     

La recherche de l’oxydase est un test fondamental pour orienter le diagnostic et classer 

cessouches dans la famille des Enterobacteriaceae. 

 Les deux souches ont données  le profil biochimique  suivant : 

Oxydase- , Catalase+, Glucose+,Lactose+ ,saccharose+,Gaz- ,H2S-,Mannitol+,Mobilité+, 

Citrates-,RM+,VP-,ONPG+,réduction des nitrates en nitrites,Uréase-,Indole+,ADH-,LDC-

,ODC+. 

Ce profil est semblable  à celui de la souche de référence E.coli ATCC 25922 ce qui confirme 

que nos deux souches sont  des E.coli. 

L’étude de la résistance aux antibiotiques a révélé que toutes nos souches sont 

résistantesà100% aux  premières β-lactamines et que seule  les E. coliisolées des eaux 

uséessont sensibles à la quasi-totalité des autres antibiotiques testés à savoir :les aminosides, 

les quinoloneset les Fluoroquinolones. 

La situation n’est pas alarmante, vu la sensibilité aux autres antibiotiquesqui représente une 

excellente activité. 

Pour lessouches isolées au niveau des coprocultures : 

le pourcentage de la résistance aux ß-lactamines est respectivement : AMX (80%), AMC 

(40%), TIC (40%) et PIP (30%).notons aussi la résistance aux β-lactamines. 

Cependant le pourcentage de la résistance aux céphalosporines est de :  CZ (60%) ; CTX, par 

contre pour GN, CIP (50%),  NET, C (30%)et  FOX, FEP (20%). 
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Nous remarquons un faible pourcentage (10%) pour les antibiotiques suivants : FOS, PEF, NF  

Pour les souches isolées au niveau des urines : 

La proportion des souches résistantes au ß-lactamines est de (66,2%)  pour l’AMX et TIC, de 

(32,4%) pour AMC et de(26,5%) pour la CZ, le taux des BLSE est de (8,8%). 

Pour aminosides la résistance touche la GN (8,8%) plus que l’AN (2,9%) qui garde ainsi une 

meilleure activité. 

les quinolones  montrent un taux de résistance à la NA de (26,5%)alors que celui de la CIP est 

de (19,1%).Les autres antibiotiques ont des  taux respectifs :SXT(45,5 %), et le NIT(1 ,5%). 

La comparaisondes résistances vis à vis des antibiotiques des souches d’E. coli révèle : 

 Pour les ß-lactamines :l’AMX  àprésenté le pourcentage le plus haut (100%), (66,2%), (80%) 

respectivement  pour   eaux usées, urines et coprocultures et  la résistance de l’AMC 

représente  (55,55%), (32,3%), (40%).La céfazolineCZ  àdonné des résultats plus au moins 

importantes. Pour les souches isolées des eaux usées (55,55%), par contre au niveau des 

urines le taux est plus faible que celui des coprocultures (60%) avec un pourcentage de 

(26,5%). 

Pour les Aminosides et les Quinolones : GN, NA, CIP, on remarque pour les souches isolées 

des eaux usées une sensibilité totale de (100%).Cette variété  des pourcentages de résistances 

est dûeau large usage des antibiotiques plus précisément les ß-lactamines. 

Pour les autres antibiotiques testées la résistance et beaucoup plus développée chez les 

souches isolées cliniquement en temps qu’ils gardent  une excellente activité sur les E.coli 

isolées des eaux usées. 
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Conclusion 

Ce travail  avait pour objectifs  de caractériser  deuxsouches d’E.colietde déterminer la 

sensibilité aux antibiotiques de 124 souches d’E.coliisolées de diversesorigines (eaux usées, 

urines et coprocultures). 
La caractérisation des deux souches a donné un profil  identique à la souche  de    référence   

E. coli ATCC 25922. 

L’étude de la résistance des souches d’E. coliaux antibiotiques dans les différents échantillons 

a confirmé le fait que l’utilisation d’antibiotiques tant en médecine humaine qu’en médecine 

vétérinaire provoque l’émergence puis la dissémination des bactéries fécales 

antibiorésistantes. 

A ce sujet les souches isolées des eauxreprésentent une résistance aux β- lactamines et une 

sensibilité aux autres antibiotiques. 

Pour la résistance aux antibiotiques,on aremarqué le taux élevé de la résistance aux  ß-

lactamines suivants : AMC, AMX, CZ pour toutes les souches et également la résistance 

auxantibiotiques suivants : GN, NA et CIP des souches isolées des coprocultures et des 

urines. 

L’étude de la résistance des souches d’E.coliaux antibiotiques dans leseaux  usées àconfirmé 

le fait de l’utilisation d’antibiotiques tant en médecine qu’en divers domaines, provoque 

l’émergence et puis la dissémination des bactéries fécalesantibiorésistantes. 

Cette étude préliminaire à prouvéela mise en évidence et la présencedans les eaux usées des 

souches d’E.colirésistantes aux antibiotiques, ce qui peut poser un problème sanitaire sérieux  

quand il s’agit de bactériespathogènes. 

Nos perspectives seraient : 

 D’isoler un nombre élevé d’E.colide diverses  sources d’eaux. 

 Il serait aussi intéressant deconnaître la résistance aux antibiotiques dans divers 

prélèvements  et de diversessources et réaliser une étude comparative comprenant tous 

les antibiotiques utilisés en thérapeutique.                                                                                                                  

 De déterminer  et comparer les sérotypes des souches et ceci dans un but 

épidémiologique.  
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Annexe 1 : les antibiotiques utilisés pour l’antibiogramme. 
 

 Les familles Les antibiotiques Abréviation La charge des 

disques (mg) 

     Valeur critique (mm) 

      R       I    S 

 

 

 ß-lactamine 

Amoxicilline     AMX         25   ≤  13  14-17    ≥18 
Amoxicilline+ 

Acide 

clavulanique 

 

    AMC 

     

      10/20 

    

  ≤ 13 

 

14-16 
≥17 

piperacilline      PIP        100   ≤ 13 14-17 ≥18 

Aminosides Gentamicine      GN         10   ≤  12 13-14 ≥15 
Amikacine      AN         30   ≤ 13 14-16 ≥17 

 

Quinolone et 

Fluoroquinolones 

Acide 

Nalidixicique 

     NA         30   ≤ 10 11-15 ≥16 

Ciprofloxacine     CIP          5   ≤ 12 13-14 ≥15 

Ertapeneme     ETP         10   ≤  13 14-16 ≥17 

céphalosporines Céfoxitine     FOX         30   ≤14 15-17 ≥18 

Céfazoline     CZ         30   ≤ 14 15-17 ≥18 

Annexe 2 : La composition des milieux de culture g/L 

1. La gélose  EMB 

Peptone :............................................................................. 10,0 g 

Lactose :.............................................................................. 10,0 g 

Éosine :.................................................................................. 0,4 g 

Bleu de méthylèn :............................................................. 0,625 g 

Hydrogénophosphate de potassium :..................................... 2,0 g 

Agar :................................................................................... 15,0 g 

pH6=8 

2. La gélose Mueller-Hinton 

Infusion de viande de bœuf : ………….………..………300,0 ml 

Peptone de caséine : ………………………………......…..17,5 g 

Amidon de maïs :…………….……………..……............... 1,5 g 

Agar :……………………….….…..................................…17,0 g 

pH =7,4 
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3. Citrate de Simmons : 

 

Citrate de sodium…………………………...…..….1,0 g 

Bleu de bromothy…………................………...….0,08 g  

Chlorure de sodium ……....……………….......…...5,0 g 

Sulfate de magnésium …………………..………....0,2 g 

Hydrogénophosphate de potassium …………..…...1,0 g 

Dihydrogénophosphate d'ammonium …….……….1,0 g 

Agar-agar……………………………………....…15,0 g 

pH=7,1 

4. Milieu TSI : 

Peptones de caséine………………………………. 15 g/l 

Peptones de viande ……………………..………..…..5 g 

Extraits de viande………………………..……….…. 3 g 

Peptones de levur……………………………...…...… 3g 

 NaCl………………………………………....………. 5g 

 Lactose …………………………………….…….…10 g 

Saccharose ………………………………………..…..10g 

 Glucose ………………………..……………………....1g 

 Citrate ammoniacal de Fer (III) ……………........…..0,5g 

 Thiosulfate de sodium……………………..…….… 0,5g 

 Rouge de phénol…………………………..........…0,024g 

 Agar……………………………………...……….… 12g 

Ph=7,5 

5. Milieu Mannitol-Mobilité-Nitrate 

Hydrolysat trypsique de caséine:................................10,0 g 

Mannitol :.....................................................................7,5 g 

Rouge de phénol:.......................................................0,004g 
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Nitrate de potassium:..................................................1,0 g 

Agare:...........................................................................3,5 g 

pH = 7,6 

6. Milieu Urée-tryptophane ou urée-indole 

L-tryptophane……………………………….…..…….20g 

Hydrogénophosphate de potassium………….....……..1g 

Dihydrogénophosphate de potassium…………………1g 

NaCl    ………………………………………………....  5g 

Alcool à 95°  GL    ………………………………...  10mL 

Rouge de phénol …………………………..…...……25mg 

Eau distillée ……………………..……….................…..1L 

7. Milieu CLARK ET LUBS 

Peptone trypsique de viande………………………....…6g 

Glucose…………………….............………..…………..5g 

Hydrogénophosphate de potassium …………….......….5g 

Eau distillée…………………………….............…..…....1L 

 

8. Bouillon nitraté 

Infusion cœur-cervelle…………………..………… 25,0 g 

Nitrate de sodium………………………………..... 10,0 g 

Eau distillée (qsp) …………………………………….  1L 

9. Milieu de Moeller 

Extrait de levure :……………………………….…. 3 g  

L-ornithine  (monochlorhydrate)  

L-arginine (monochlorhydrate)  ………….…….….5 g 

L-lysine  (monochlorhydrate) 
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Glucose :…………………………………………….. 1 g 

Bromocrésol pourpre :…………………………0,16 mg 

Éthanol: ………………………..……….………….1 mL 

Chlorure de sod………………………....…………….. 5 g 

pH = 6,8 
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Annexe 3 : Technique de la coloration de Gram : 

Elle nécessite d'avoir un frottis fixé    

1.  Coloration par le violet de gentiane ou cristal violet. Laissez agir de 30 secondes à 1 

minute, puis rincez à l'eau 

2. Mordançage au  lugol (solution d'iode  iodo-iodurée) : étalez le lugol et laissez agir le 

même temps que le violet de gentiane ; rincez à l'eau déminéralisée. 

3. Décoloration (rapide) à l’alcool (+acétone) est l'étape la plus importante de la 

coloration : versez goutte à goutte l'alcool ou un mélange alcool-acétone sur la lame 

inclinée obliquement, et surveillez la décoloration qui doit être rapide. Le filet doit être 

clair à la fin de la décoloration. Rincez abondamment avec de l'eau déminéralisée pour 

stopper la décoloration. Attention, l'utilisation abusive de l'alcool aura pour 

conséquence de rendre toutes les bactéries gram négatif. 

4. Recoloration à la safranine ou à la fushine. Mettez de l'eau distillée sur la lame et 

quelques gouttes de Fuchsine. Laissez agir de 30 secondes à 1 minute. Lavez 

doucement à l'eau déminéralisée. Séchez la lame sur une platine chauffante à 50°C. 

5. Observez avec une goutte d'huile à immersion objectif 100 (grossissement ×1000). 
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Résumé : 
  
     L’objectif de cette présente étude est de caractériser deux souches d’E. coli, isolées des eaux 

usées de Oued Boumerzoug, sur le plan morphologique, cultural et biochimique et de déterminer 

leur comportement vis-à-vis des antibiotiques puis réaliser une étude comparative de la sensibilité 

aux antibiotiques les plus utilisées en thérapeutique, de 124 souches d‘E. coli isolées de diverses 

sources dont: coprocultures (47), urines (68) et eaux usées (9), afin de préciser l’importance de cette 

bactérie en terme de santé publique. 

     Les résultats montrent que les deux souches ont bien cultivé sur milieux de culture sélectifs  

EMB  à 37°C et présentent  les caractéristiques suivantes: petits bacilles à Gram négatif ,oxydase + 

catalase- ,glucose+, lactose+,gaz-,H2S-, uréase- , indole + , réduisant les nitrates en nitrites RM+et 

VP-, mannitol+, mobilité+ , n’utilisant pas les citrates comme seule source de carbone.  

    L’étude de la résistance aux antibiotiques a été déterminée, par la méthode de l’antibiogramme 

standard  préconisé par le CLSI  des souches étudiées, fait apparaitre d’importantes résistances 

vers plusieurs antibiotiques. Toutes les souches ont présenté une résistance de 100%  aux                

β-lactamines à savoir : l’Amoxicilline(AMX), Amoxicilline+acideclavulanique (AMC), Piperacilline 

(PIP) et à la Céfazoline (CZ). 

    L’efficacité des aminosides (Gentamicine,Amikacine)et des quinolones(Ciprofloxacine) reste  très 

satisfaisante pour  les souches isolées des eaux usées par contre ces antibiotiques sont inactifs sur les 

souches isolées des coprocultures et des urines . 

    Au terme de cette étude nous rappelons l’utilisation rationnelle des antibiotiques en médecine et 

une surveillance  de l’antibiorésistance des E. coli dans l’environnent. 
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