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Résumeé

L’importance de la microbiologie n’est plus a prouver, c’est une connaissance
approfondie des microorganismes et plus précisément des bactéries. Dans notre recherche on
a mis ’accent sur une bactérie a Gram négatif de forme bacillaire ou on a identifié et etudié
le phénotype de résistance de deux souches d’E. Coli multi résistantes, grace a la méthode
diffusion des disques sur le milieu gélosé Mueller Hinton pour mettre évidence la résistance
aux béta-lactamines et aux Aminosides. On a obtenu des souches BLSE a un haut niveau de
résistance aux béta-lactamines et aux Aminosides sauf a I’Imipenéme qui est tres actif sur les
deux souches, cette résistance est expliquée par la production des enzymes responsables de
I’inactivation de ces antibiotiques tels que les béta-lactamases et les carbapénémases ainsi
que les enzymes des Aminosides, O-phosphotransférases (APH), nucléodyltransférases
(ANT) et N-acétyltransférases (ACC). Une mise a jour d’Antibiogramme pour ce genre de
bactérie (BLSE) est nécessaire pour son controle afin d’obtenir un meilleur traitement contre

les infections urinaires.

Les mots clé: Escherichia Coli, Multi résistance, Phénotype, Beta lactamine, Aminoside.



Summary

The importance of microbiology is more to prove, it is a thorough knowledge of
microorganisms and more specifically bacteria. In our research, we focused on a bacillary
Gram-negative bacterium where the resistance phenotype of two strains of E. coli was
identified and studied. Multi-resistant coli, thanks to the diffusion method of the discs on the
medium Mueller Hinton agar to put in evidence the resistance to the beta-lactamines and
Aminoglycosides. ESBL strains were obtained with a high level of resistance to beta-lactams
and aminoglycosides except Imipenem, which is very active on both strains. This resistance is
explained by the production of the enzymes responsible for the inactivation of these
antibiotics. such as beta-lactamases and carbapenemases as well as Aminoglycoside, O-
phosphotransferase (APH), nucleodyltransferase (ANT) and N-acetyltransferase (ACC)
enzymes.An Antibiogram update for this kind of bacterium (ESBL) is needed for its control
in order to obtain a better treatment against urinary tract infections.

Key words : esherichia coli ; multi-strength ; phenotype ; beta lactam; aminoglycoside.
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Introduction

Introduction

Depuis longtemps, les infections microbiennes occupent la premiére place dans les
pathologies humaines, ils sont dus a I’action d’agents pathogénes qui se développent au sein
d’un tissu ou d’un organe. En effet, ’examen microbiologique est la meilleure solution pour

les identifiés (1).

Escherichia coli est un bacille a gram négatif appartenant a la famille des
Enterobacteriaceae. Ce sont des bactéries commensales du tube digestif, elles représentent
environ 80 % de la flore intestinale aérobies mais certaines souches peuvent étre virulentes et

provoquent plusieurs infections avec différents signes cliniques (2).

Quelques souches d’E. Coli ne sont plus sensibles qu’a un petit nombre
d’Antibiotique que I’on appelle la multi-résistance, c’est a dire caractérisées par leur
résistance aux plusieurs antibiotiques tel que les Aminosides et les pB-lactamine qui
représentent la principale famille d’ Antibiotiques la plus développée et la plus utilisée dans le

monde.

Ces B-lactamines a large spectre d’action sont plus utilisées dans le traitement des
infections résistantes potentiellement mortelles causees par des bactéries multi-résistantes
(3.4).

Parmi les classes d’antibiotiques de la famille des [B-lactamines on trouve les
Carbapénemes qui sont actifs sur la plupart des bacilles a Gram négatif, et sont responsables
de la production des enzymes bacteriennes les p-lactamases, et les carbapénemases, qui sont
capables d’hydrolyser le noyau f-lactame, rendant I’antibiotique inactif avant qu’il n’atteigne

les PLP, I’OXA-48est I’une des carbapénémases les plus récemment décrites (5).

Les aminosides ou aminoglycosides constituent une famille d'antibiotiques actifs sur
certains types de bactéries, la plupart sont produits par des bactéries de la famille des

actinomycetes, ou en sont dérivés par hémi synthese (2).
Dans cette optique, notre travail s’est fixé sur les objectifs suivants :
1. Représentation et identification des souches d ’Escherichia Coli multi-résistance

2. L’étude de leurs profils de résistance aux antibiotiques (B lactamine et les aminosides)

par la réalisation d’un antibiogramme.
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1. Généralité sur les entérobactéries

Les entérobactéries sont des bactéries commensales ou pathologiques du tube digestif

de ’homme et des animaux (6).

Certaines sont des pathogénes obligatoires pouvant provoquer des maladies, d’autres
sont des opportunistes, elles ne sont pathogénes qu’en quantité trés importante sur fond
d’immunodépression, et sont plus impliquées en pathologie humaine infectieuse et
responsable d’infection nosocomiale surtout d’infection urinaire, de bactériémies, de
méningites ou de suppurations diverses. Selon leurs especes ils sont soit parasites (shigella)

soit commensales (Escherichia Coli) soit saprophytes (entérobater sp) (7,8).

Leur famille est tres hétérogéne contient environ 30 genres de bactéries et de plus de
100 especes, la différence entre eux vient de critéres plus précis comme la fermentation de
différents sucres, la production ou non de sulfure et d’enzymes du métabolisme (désaminase,

décarboxylase).

G 594 x 400

Figure 01: la morphologie des Entérobactéries vues au microscope(15).

1. caracteres généraux

Ils existent 07 caractéristiques communes pour définir des entérobactéries :

% Ce sont des bacilles a gramme négatif (2a3microns de long sur 0.4 a 0.6
microns de large)
¢+ Ce sont des immobiles ou mobiles par ciliature peritriche

+¢+ lls poussent sur milieu ordinaire (non exigent)
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«» Ce sont des Aérobies - anaérobies facultatifs

+¢ lls fermentent le glucose avec ou sans production de gaz

X/
o

Ils réduisent le nitrate en nitrite

< Oxydase négative (9,10).

L)

3- Les caracteres bactériologiques

3.1. Les caracteres culturaux

Le développement des entérobactéries est plus rapide sur les milieux ordinaires, ou
dans un bouillon, ce sont des germes mésophiles ou neutrophiles (pH optimum voisine de 5.5-
8) et leurs températures optimales de croissance 37°C mais la culture est possible entre 20 et

40°C, leurs Temps de division: 20-40mn et Sur gelose: colonies lisses et réguliéres (11 ,12).

3.2 .les caractéres biochimiques
Pour identifier les entérobactéries, on utilise des tests biochimiques qui étudient le
métabolisme protéiques (présence d’uréase, production d’indole, dégradation du tryptophane)
ou la fermentation des sucres (glucose, lactose, saccharose et carbone), la capacité d'utiliser le
citrate (comme une seule source de C), la preésence d'enzymes (décarboxylases, désaminases),
la production d'hydrogéne sulfuré ou la formation de gaz (12,13).
3.3. Les caracteres antigeniques
Pour identifier les antigenes des entérobactéries, on utilise plusieurs techniques telles que
la glutination sur lame avec des serums spécifiques et on trouve tous les antigenes de paroi
(somatique ) ou antigenes O au niveau des entérobactéries, certaines possedent des antigénes
de surface tel que les adhésines et les antigénes d’enveloppe ou antigénes K .Alors les
entérobacteries mobiles possédent en plus des antigenes de flagelle (flagellaire) ou antigene H
(14).
4. Classification des entérobactéries

La classification des entérobacteéries est regroupée dans le tableau suivant :
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Tableau 1 : Subdivisions hiérarchiques de classification des entérobactéries(16).

Rangs taxonomiques Classification
Domaine Bacteria
Embranchement Proteobacteria

Classe Gammaproteobacteria
Ordre Enterobacteriales
Famille Enterobacteriaceae

5-Escherichia Coli

5. 1. Historique définition et habitat

La bactérie connue sous le nom Escherichia Coli a été découverte pour la premiére
fois par le pédiatre Allemand Theodore Escherich, a partir d’un bacille commun dans les
selles de bébés nourris exclusivement au lait maternel appelé Bacterium coli commune puis

renommee, en 1919 sur proposition, et en 1958 officiellement, Escherichia Coli (17,18).

E. Coli  représente une grande partie de la flore bactérienne intestinal (espéce
aérobies dominante : 10° bactéries par gramme de féces (flore totale : 101 & 1012 bactéries par
gramme) .Leur établissements dans le tractus digestif s’effectue durant la premiére heure
aprés la naissance et reste pendant toute la vie de I’individu. Cependant, certaines souches
peuvent étre pathogeénes et entrainant alors des Gastroentérites, Infections Urinaires,

Méningites, ou Septicémie (19, 20).

La présence de cette bactérie dans 1’eau et les aliments est un témoin d’une
contamination fécale qui la rend impropre a la consommation (recherche des coliformes
thermotholérante). Leur présences fournies ainsi une indication sur une éventuelle
contamination de I’aliment par des bactéries d’origine digestive (Salmonella thyphimurium,
E. coli O157:H7...) (21).

5.2. Classification

Le tableau suivant représente la classification d’E. Coli :
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Tableau 02 : La classification d'Escherichia Coli selon le Bergey'smanual 2012 (22).

Régne Bacteria
Embranchement Proteobacteria

Classe Gamma Proteobacteria
Ordre Enterobacteriales
Famille Enterobacteriaceae
Genre Escherichia

Espece Escherichia (E.coli)

5.3. Caracteres bactériologiques d’identification

5.3.1. Caracteres morphologiques et culturaux

Les colibacilles sont des Gram négatives qui ne possedent pas généralement des capsules.
Ce sont des bactéries fines et allongées a extrémités arrondies, mesurant 2 a 4 de longueur
sur 0,4 a 0,6 p de largeur, leur présence soit isolées ou en courte chainette, et de temps en

temps sous forme de tres longs filaments (23).

La culture de ces germes est non exigeante et facile sur milieu ordinaire, elles se
développent en 24 heure a 37 °c sur les milieux gélosées en produisant des colonies rondes,
lisses, séches, ombiliqués a bordes régulieres, de 2 a 3mm de diametre non pigmentées sur

milieu gélose au sang.

Sur milieu Mac Conkey, les colonies d’E. Coli lactose positives sont de forme plate en
couleur rose rougeatre, avec un aspect sec et généralement entourées d’une zone rose plus
foncee des selles biliaires précipitées. Par contre, les colonies de E coli lactose négatives sont

incolores sur Mac (24,25).
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E. coli Gro x 1000 E. coli, coloration de Gram (Gro, x 100)

Figure 02: Escherichia Coli sous microscope électronigue (25,26).
5.3.2. Caracteres biochimiques

Il existe cing especes de genre Escherichia : E. coli, E. cergnosni, E. cermannie, E.
culneries et une espece tres rare E. clattae, et chacune de ces especes posséde des caracteres
biochimiques spécifiques permettant de les distinguer, tel que le type de fermentation
formique, la production d'indole a partir de tryptophane, 1’hydrolyse de 1'urée et la production

de sulfure d’hydrogene ; et aussi 1’utilisation du lactose et du citrate(27).
Les principales caractéristiques d’ E coli se représentent dans le tableau suivant :

Tableau n°3 : Quelques caractéristiques biochimiques du genre Escherichia Coli(28).

caractéristiques Escherichia Coli
ONPG +
Oxydase -
Rouge de méthyle +

Voges-proskauer -

Production d 'indole + (généralement présent)

Utilisation du citrate -

Production de H2S -
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Uréase -
[-galactosidase + (généralement présent)
Gaz a partir de glucose +
Acide a partir de lactose +

Phénylalanine désaminase -

Lysine décarboxylase + (généralement présent)
Ornithine décarboxylase + (généralement présent)
Mobilité Péritriches si mobiles

Liquéfaction de la gélatine (22°C) -

+ : Caractere positif - : Caractere négatif

5.3.3-Caracteres antigéeniques

KAUFMAN a distingué trois variétés d’antigene O, H, K :

v

v

Antigenes somatique O : sont composés de 150 types antigéniques détectables
par I’agglutination

L’antigéne flagellaire H : au nombre de 56, ils sont difficiles a mettre en
évidence et présentes chez les Escherichia Coli mobile

Antigeénes de surface ou d’enveloppe K : Il existe 3 types d’antigénes K de
surface L, Aet B

L’antigéne L : d’enveloppe thermolabile (il est détruit en une demi-heure. a
100 °C). Donc le chauffage provoque une perte du pouvoir antigénique, du
pouvoir de fixer les anticorps et du pouvoir de masquer I'antigene O.
L’antigéne A : c'est un antigene capsulaire. L'Ag A est trés thermostable (il
faut un autoclavage pour le détruire).

L’antigéne B : d’enveloppe ou de surface, thermolabile. Ces travaux ont

permis de préciser que le pouvoir pathogéne d'une souche d'Escherichia Coli

dépend en partie de sa structure antigénique (25).
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5.4. Le pouvoir pathogene

Les colibacilles sont des commensaux qui peuvent se transformer en bactéries
pathogénes et provoquent plusieurs types d’infections mais aussi des gastro-entérites graves
pouvant étre mortelles dans certains cas a I’absence du traitement. Elles sont classées dans le
groupe des entérobactéries pathogénes spécifiques avec les Shigelles, les Salmonelles qui sont
responsables de dysenteries et fiévres typhoides graves.

En effet, ils existent deux types de souches pathogénes d’E. Coli :
Les E. coli a l'origine de pathologies extra intestinales : urinaire, abdominale,

méningees néo-natal et septicémies avec choc septique due a 1I’endotoxine O.

Les E. coli a ’origine de pathologies intestinales (diarrhéiques) ou Entériques sont

responsables de gastro entérites infantiles ou des diarrhées des voyageurs (25.29).
5.4.1. Les infections urinaires

L’infection urinaire se caractérise par une multiplication des microorganismes au sein de
I’arbre urinaire s’accompagnant d’une réaction inflammatoire avec influx de leucocytes, et
cette infection peut toucher une ou plusieurs parties du systéme urinaire : les reins, les
uretéres, la vessie et ’urétre et elle se manifeste par des douleurs ou une sensation de brilure
lors de la miction et parfois par des douleurs abdominales et de la fievre. 80% des infections
urinaires sont causées par E .coli qu’elle soit basse (cystites) ou haute (pyélonéphrites) elle
est plus fréquente chez les femmes en raison de la briéveté de I'uretre, la gravité augmente le
risque de pyélonéphrites, mais I’infection et secondaire chez I’homme, elle peut se

compliquer de prostatite.
5.4.2. Les infections intestinales

Certaines souches d’E. Coli ont acquis des facteurs de virulence qui les rend pathogénes
au niveau intestinal et responsables de gastro-entérites avec diarrhées d’allure banal ou

diarrhée sanglante ou diarrhée cholériforme (30).




Chapitre 1 . Escherichia Coli

Tableau 4 : les E. coli a I’origine de pathologies intestinales (diarrhéiques)

Pathovars

Facteur de virulence

Manifestation clinique

EPEC : Les E. coli
entéropathogenes

Lésions

d’attachement/effacement

(AE)

diarrhées infantiles (enfant

moins de 2 ans)

EHEC : Les E. coli
entérohémorragiques (ils font
partie des STEC (E.coli
productrice de Shiga toxine)
les STEC ne sont pas tous

pathogénes

Shiga-like toxine

Facteur

d’attachement/effacement

colites hémorragiques

syndrome hémolytique et
urémique SHU

EIEC : Les E. coli

entéroinvasifs

Pouvoir invasif (plasmide
pLNV)

diarrhée sanglante et

purulente (fievre élevée).

ETEC : Les E. coli

enterotoxinogenes

Adhésine (CFA)

Enterotoxines LT et ST

diarrhée aqueuse aigué chez
les enfants moins de 3 et des

voyageurs

EAEC/EAQEC : Les E. coli

entéroagrégatifs

EAST-1 : enteroaggregative
E. coli heat stable

enterotoxin

diarrhée persistante

DAEC : Les E. coli a

adhérence diffuse

d’adhésion diffuse sur

cellules épithéliales Hep-2

Diarrhées (enfants entre 2 a 6

ans)

5.4.3. Les septicémies méningites néo-natals

Les méningites bactériennes néonatales ont un taux de mortalité qui dépasse 10 %. E .Coli
représente la deuxiéme bactérie impliquée apreés le streptocoque du groupe B ; Une infection

est dite néonatale si sa date de survenue se situe entre la naissance et le 28eme jour, quel que

soit le germe responsable.
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En général, il se produit suite a une contamination durant 1’accouchement, en passant a
travers les voies génitales, sinon a la suite d’une infection ascendante du liquide amniotique
par rupture prematurée des membranes. Lorsque la colonisation des nouveaux nés se reproduit
fréeguemment a partir de la flore vaginale, on constate que seulement 1 % des enfants
contaminés avec des souches potentiellement virulentes vont présenter une infection
disséminée (31,32).

5.5. Facteurs de pathogénicite

Les colibacilles pathogénes portent des genes de virulences qui codent pour des facteurs

de pathogénicité intervenant a toutes les étapes de I’infection.
5.5.1. Les adhesines

Les adhesines Sont de nature protéiques, portées par des pilis et se trouvent chez tous
les pathovars excepté chez EIEC (phylogenitiquement proche de shigella) ; ces adhésines

possédent la propriété de se fixer aux cellules épithéliales (31).
5.5.2. Des systémes de captation de fer

Les systemes de défense naturelle capture le Fer pour qu’ils ne soient pas utilisables par
les bactéries, la production des siderophores fournissant aux bactéries le fer indispensable a

leur multiplication et le conduisent vers leur membrane ou il sera capturé (32).

5.5.3. La capsule

La capsule est de nature polysaccharidique qui inhibine 1’action du complément ce qui
rend la phagocytose plus difficile. La capsule de type K1 est peu immunogéne. Ce sont les E.

coli de type K1 qui sont responsables De la majorité des infections néo-natales (32).
5.5.4-Les toxines

Certains groupes d’E. Coli produisent des toxines particulieres. Les entérohémolysines
des EHEC, les entérotoxines ST (thermostables) et LT (thermolabiles : proches des toxines
cholériques) et les cytotoxines SLT1 et SLT2 (shiga-like toxines) sont des toxines qui

altérent I’intégrité des entérocytes (32).

Le mode d’action de ces toxines peut étre subdivisé en plusieurs groupes suivants :
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v’ Facilitant ’invasion tissulaire,
v' Lysant les cellules de I’hdte (hémolysine a),

v Bloquant la synthése protéique (Shiga toxines).
5.5.5. Les protéines

Les protéines de la membrane externe et le LPS donnant aux bactéries la capacité
d’échapper a Dactivité bactéricide du sérum de 1’hote en s’opposant a la fixation du

complément (32).
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1. Définition

Une souche bactérienne est dite “résistante” lorsqu’elle supporte une concentration
d’antibiotique, notamment plus ¢élevée que celle qui inhibe le développement de la majorité

des autres souches de la méme espece (34).
2. Types de résistance aux antibiotiques

On distingue deux types de résistance bactérienne. La résistance naturelle et la
résistance acquise (34).

2.1. La résistance naturelle

La résistance naturelle ou “intrinséque” correspond a la résistance de toutes les
souches d’une méme espéce ou d’'un méme genre bactérien a un antibiotique. Le
mécanisme de cette résistance est variable mais son support génétique est généralement
chromosomique. La résistance naturelle fait partie du patrimoine génétique habituel de

I’espece.

Pour chaque classe d’antibiotique, il existe des especes bactériennes pour lesquelles
I’antibiotique est inactif par défaut de cible ou d’acces a la cible. Ainsi, I’absence de paroi
chez les Mycoplasmes par exemple, ce qui rend les B-lactamines inactives vis-a-vis de ces
bactéries (34).

2.2. La résistance acquise

La résistance acquise correspond a 1’acquisition d’une résistance a un antibiotique par
une souche normalement sensible. Elle n’apparait que chez quelques souches d’une espéce
donnée normalement sensible, a I’inverse de la résistance naturelle qui est caractéristique de

I’espece.

Cette résistance est variée en fonction de temps, de la localisation, de I’utilisation des
antibiotiques. L’acquisition de la résistance peut étre liée a un apport plasmidique (acquisition

des génes transférés d’un autre micro-organisme) ou a une mutation chromosomique (34).
2.2.1. La Résistance chromosomique

L’acquisition de la résistance est due a la mutation d’un géne chromosomique
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La mutation correspond a une addition, une délétion ou une substitution de bases dont la
conséquence est une erreur de lecture du code génétique. Cette modification entraine une

résistance en :
- rendant la cellule imperméable a ces antibiotiques

- rendant les cibles pariétales (protéines de liaison a la pénicilline par exemple) ou

intracellulaires (ADN gyrase, ARN polymérase, ribosomes)
- codant pour la synthése d’enzymes inhibitrices.

Ce type de résistance est un phénomene : spontané, rare, indépendant de I’antibiotique,

spécifique, héréditaire et stable mais non transmissible en dehors de pro génie (35).

2.2.2 .La résistance extra-chromosomique

e Plasmides

Un plasmide est une molécule d'ADN circulaire naturelle ou modifiée artificiellement,
posséde obligatoirement une origine de réplication, peut se transmettre par transfert
horizontal, de cellule en cellule. S'il porte un géne d'intérét (résistance a un antibiotique par

exemple).
Les caractéristiques de cette résistance sont :
- le niveau de résistance plasmidique est en général élevé

- Phénomene li¢ directement a ’utilisation d’antibiotiques : les antibiotiques a spectre
large peuvent étre sélectionnés dans les populations commensales de I’organisme les bactéries

porteuses de plasmides R.

- Phénomeéne non spécifique d’une famille d’antibiotique. Plusieurs groupes

d’antibiotiques différents sont touchés apres administration d’un seul d’entre eux

- La perte d’un ou plusieurs caractéres de résistance est possible mais rare (34).
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e Les transposons

Ce sont des fragments d’ADN, capables de changer leur localisation dans le génome sans
jamais apparaitre a I’état libre. Ils codent pour les déterminants de la transposition et ceux
d’autres fonctions telles que la résistance aux antibiotiques en s’intégrant soit dans le

chromosome soit dans le plasmide, en allant de 1’un a ’autre (34).
2.2.3. Résistances par acquisition des genes transférés

L’acquisition de nouveau matériel génétique peut se faire soit par ¢échange direct de
matériel chromosomique, soit par échange d’¢lément mobile. Dans ce dernier cas, les génes
de résistance se trouvent dans un fragment d’ADN bactérien situé a I’extérieur et sur certains
éléments mobiles du chromosome, tels les transposons. Cette forme de résistance est

transférable d’une bactérie a I’autre et méme a des bactéries d’espéces différentes.

Les bactéries utilisent trois mécanismes principaux de transfert horizontal: la

transformation, la transduction et la conjugaison (35).
» Conjugaison

Dans ce cas une bactérie donneuse transmet a une bactérie receveuse une copie de son
plasmide porteur de gene de résistance (appelé plasmide R ou facteur R). Ce mécanisme peut
s’effectuer entre bactéries de la méme espece, au sein d’'un méme genre ou parfois entre
bactéries de genres différents d’ou son efficacité. Par exemple, Staphylococcus aureus peut

échanger du matériel génétique avec E. coli (36).
» Transformation

C’est le résultat d’un réarrangement de séquences d’ADN échangées entre deux
bactéries. On peut alors obtenir de nouveaux genes de résistance. Ce processus se fait
généralement entre bactéries de genre proche car il doit y avoir une forte analogie entre les

séquences nucléotidiques pour permettre la recombinaison (36).
» Transduction

Dans la transduction, un virus bactériophage incorpore une séquence d’ADN d’une
bactérie et la transmet a une autre bactérie. Du fait de la spécificité des bactériophages, ce

phénomeéne n’a licu que pour les bactéries de la méme espéece (36).
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2.3. La résistance croisée

C’est un phénomeéne par lequel une bactérie qui a développé une résistance a 1’un des
antibiotiques d’une classe devient aussi résistante aux autres membres de la méme classe.
Cela méme si elle n’a jamais été exposée a ces molécules. C’est cette résistance croisée qui
permet aux P-lactamases a spectre etendu (BLSE) présentes chez les bactéries a Gram

négatifs d’avoir une résistance si étendue (B-lactamines et céphalosporines) (37).
2.4. La Co-résistance

La Co-résistance est liée a plusieurs mécanismes (plusieurs genes de résistance impliqués)

et concerne des antibiotiques appartenant a différentes familles (36).
1. Mécanismes de résistance aux antibiotiques

Bien que plusieurs mécanismes soient impliqués dans les résistances acquises de certaines

espéces bactériennes a certains antibiotiques, les suivants sont communément décrits :
3.1. Diminution de la perméabilité

L’absence de perméabilité de la paroi est un phénomeéne de résistance naturelle chez
certaines espéces mais peut survenir chez des espéces sensibles a la suite d’une mutation
chromosomique. L’altération des purines suite a une mutation chromosomique diminue le

passage des molécules et réduit la sensibilité des bactéries a certains antibiotiques (38).
3.2. Modification du site d’action

Si la cible d’action d’antibiotique a subit une altération par une mutation, 1’antibiotique
est incapable de se fixer ou se fixe mal a cette molécule modifiée. Par conséquent son action
inhibitrice ou destructrice est limitée ou annulée. Exemple : modification des PLP est I’un des

mécanismes de résistance aux béta-lactamines (38).
3.3. La destruction ou I’inactivation du médicament par des enzymes

Ce sont surtout les antibiotiques d’origine naturelle, tels que les pénicillines et les
céphalosporines, qui sont détruits ou inactivés par des enzymes. Les médicaments entiérement
de synthése tels que les fluoroguinolones sont moins vulnérables a cet égard, bien qu’ils

puissent étre neutralisés par d’autres moyens. On peut supposer que les microbes n’ont tout
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simplement pas eu le temps de s’adapter a ces structures chimiques inhabituelles. Les
pénicillines, les céphalosporines et les carbapénems ont en commun une structure, le cycle B-
lactame, que les B-lactamases, des enzymes bactériennes, attaquent et hydrolysent .on connait
a I’heure actuelle prés de 200 B-lactamases différentes, chacune spécifique d’une variation
mineure de la structure du cycle. La mieux connue des bactéries résistantes et le fameux
Staphylocoque doré résistant a la méthicilline (SDRM), qui résiste non seulement de la
méthicilline, mais presque tous les antibiotiques .en outre S.aureus n’est pas la seule bactérie
concernee, d’autres agents pathogéne tels que Streptococcus pneumoniae, échappent aussi aux

B-lactamines (39).
3.4. Le blocage de la penétration dans la cellule

Les bactéries a Gram négatif sont plus résistantes que les autres aux antibiotiques. Les
structures de leurs parois cellulaires limitent 1’absorption de nombreuses molécules en
obligeant celles-ci a passer par des ouvertures appelées porines. Chez certains mutants les
porines sont modifiées si bien que les antibiotiques ne peuvent pas pénétrer dans 1’espace péri
plasmique. Fait peut- étre plus important, lorsque il y a les B-lactamases dans 1’espace

périplasmique, I’antibiotique qui parvenu jusque-la est attaqué et inactivé (39 ,40).
3.5. modification de la cible du medicament

Pour que la synthése d’une protéine s’effectue, le ribosome doit interagir avec un brin
d’ARMm et des ARNt .Plusieurs antibiotiques, en particulier les Aminoglycosides, les
tétracyclines et macrolides, inhibent la synthese des protéines en se liant aux sites de ces
interactions. Certaines modifications  mineures de ces sites peuvent neutraliser les
antibiotiques sans perturber le fonctionnement de la cellule bactérienne de facon

appréciable(40).
3.6. L expulsion du médicament

Certains protéines de la membrane plasmiques des bactéries a Gram négative sont des
pompes qui expulsent les antibiotiques et les empéchent d’atteindre la concentration requise
pour qu’ils soient efficaces .c’est avec la tétracycline qu’on a observé ce mécanisme pour la
premiere fois. On sait aujourd’hui qu’il confére la résistance a presque toutes les grandes
classes d’antibiotiques .Les bactéries ont normalement un grand nombre de pompes pour

éliminer les substances toxiques (41).
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4. La multi-résistance

On dit une bactérie multi résistante aux antibiotiqgues (BMR), quand les traitements
antibiotiques n'ont plus deffet contre elle et ne sont tuées que par un petit nombre
d’antibiotiques habituellement actif en thérapeutiques. Cette résistance est due a une
exposition trop fréquente des bactéries aux traitements antibiotiques. Les bactéries s'adaptent
pour survivre. Le risque principal de cette résistance aux antibiotiques est de ne trouver aucun

traitement capable d'éliminer une bactérie (41,42).
5. Antibiogramme

L'antibiogramme est une méthode de travail microbiologique, utilisant un milieu gélose
spécifique en boite de pétri et des disques imprégnés d’antibiotiques a des concentrations
déterminés. Cette méthode permet d’évaluer la sensibilité d'une bactérie pathogéne vis-a-vis
d’antibiotiques choisis en fonction des indications cliniques fournies et de la prévalence de la
résistance acquise. En mesurant les diamétres des zones d’inhibition autour des disques
d’antibiotiques et en consultant les tableaux (de concentrations, diamétres critiques et régles
de lecture interpreétative) pour des familles ou des genres bactériens déterminés, on peut savoir
si, pour ces antibiotiques testés, une souche bactérienne est sensible, intermédiaire ou
résistante. La mesure du diamétre d’inhibition représente la valeur de la CMI de I’antibiotique
(42,43).
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1 .Définitions des antibiotiques

Un antibiotique est défini comme toute substance chimique d’origine naturelle ou
produite par des micro-organismes ayant le pouvoir d’inhiber (effet bactériostatique) et méme

de détruire les bactéries et autres micro-organismes (effet bactéricide).

L’étendue de l'activité antibactérienne d'un antibiotique définit son spectre. Plus un
antibiotique détruit des types de bactéries différentes, plus son spectre est large. Les

antibiotiques sont caractérisés par :

- Activité antibactérienne (spectre d’activité)

- Toxicité sélective (mode d’action)

-Activité en milieu organique (pharmacocinétique)

-Bonne absorption et diffusion dans 1’organisme (44,45).
2. Effet des antibiotiques

2.1. Antibiotique bactériostatique

C’est une substance qui inhibe la multiplication et la croissance des bactéries sans les

tuer. Il modeére la croissance bactérienne en interférant avec :

¢ La synthese des protéines bactériennes
+¢+ La production d'/ADN bactérien
¢ Le métabolisme cellulaire bactérien (46).

2.2. Antibiotique bactéricide

Il s’agit d’une substance ayant la capacité de tuer des bactéries en agissant sur la

paroi, I'ADN, la membrane cytoplasmique et la synthése de proteines.

Parmi ces effets il existe : des Antibiotiques a spectre étroit qui ont une efficacité sur
un nombre limité de types de germes. Cette spécificité leur permet ainsi de cibler un germe et
une pathologie, ainsi que des antibiotiques a spectre large qui sont efficaces pour un grand
nombre de types de germes et ce sont généralement actifs sur les bacilles Gram-. Par contre,
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I’efficacité des antibiotiques a spectre moyen ou limité est réduite ou partielle sur un groupe

de germes (47,48).
3. Mode d’action des antibiotiques

Le principe d'action des antibiotiques consiste a bloquer sélectivement une étape d'un

mécanisme essentiel a la survie ou a la multiplication des microorganismes (49).
3.1. Action sur la synthése de la paroi bactérienne

C’est le blocage de la synthése de la paroi, ce qui fragilise fortement 1’enveloppe
externe des bactéries qui protégent I’environnement extérieur (pression osmotique, T°, stresse
mécanique) et généralement les microorganismes dans un environnement osmotiquement
hostile et ce qui autant une paroi défectueuse, pourront absorber de 1’eau et éclaté. Chez les
microorganismes gramme +, la pénicilline et les antibiotiques chimiquement apparents
empéchent la réaction de transpéptidation qui est une étape importante dans 1’assemblage de
peptidoglycane, Par contre les bactéries gramme — sont moins sensibles a la pénicilline car
leurs enveloppes externes empéchent I’antibiotique d’attendre la couche de peptidoglycane de
la cellule (49,50).

3.2 Action sur la membrane cytoplasmique

Il existe quelques molécules d’antibiotiques qui agissent sur la membrane des cellules,
ce sont essentiellement des détergents qui jouent un réle important dans la désorganisation
des lipides ou la formation des pores dans la membrane qui provoque I’infiltration des

composés cellulaires et la morte bactérienne (49,51).
3.3. Inhibition de la synthése des acides nucléiques

Certaines familles des antibiotiques sont responsables de I’inhibition de la synthése et le
fonctionnement des acides nucléiques (ADN, ARN) tel que la Rifampicine, Sulfamide,
Quinolone et Trimétoprine donc ils jouent un role importants dans I’inhibition de la
réplication de I’ADN et de la transcription de I’ARN polymérase et aussi la diminution de la

synthése des précurseurs nucléotidiques (52).
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3.4. Inhibition de synthese protéique

Les Tétracyclines, Aminosides, Chloramphenicol, Macrolides, Acide Fucidique,
Linézolide. Ceux-ci empéchent la traduction de I’ARNm par la fixation sur la petite sous-
unité des ribosomes ce qui entraine 1’arrét de la biosynthése des protéines ou la formation de

protéine anormale(52).

(1) Inhibition de la synthése (2) Inhibition de la synthese
de la paroi bactérienne de la membrane cytoplasmique

Inhibition de la A\
synthése protéique @ Inhibition de la
synthése de 'ADN

@ Autres mécanismes

Figure 3 : Les différents emplacements d’un antibiotique dans une bactérie (53).
4. classification des antibiotiques

Les antibiotiques sont classés selon différents critéres :

» lorigine de I’antibiotique : élaboré par un organisme (naturel) ou produit par
synthese (synthétique ou semi synthétique).

» leur Mode d’action : paroi, membrane cytoplasmique, synthése des protéines,
synthese des acides nucléiques.

» leur Spectre d’activité : liste des espéces sur lesquelles les antibiotiques sont
actifs (spectre étroit Ou spectre large).

» leur Nature chimique : tres variable, nous permet de classer les antibiotiques

en familles (B lactamines, aminosides, tétracyclines.....etc (54).
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A partir des criteres de classification. Les antibiotiques sont classés en différentes

familles :

4.1. Les B-lactamines

4.1.1. Définition et structure de classification

Les B-lactamines sont les antibiotiques les plus utilisables dans le traitement des
infections causées par les entérobactéries. IIs ont en commun une structure appelée 1’anneau
B-lactame, qui est formée de quatre membres : trois atomes de carbone et un atome d’azote.
Cet anneau constitue la portion responsable de I’activité de ces molécules et ont un effet
bactéricide, et un large spectre antibactérien. Leur efficacité a été confrontée a la production
d’enzymes les inactivant : les B-lactamases. Le noyau azétidinone est la structure de base des
B-lactamines et c’est lui qui contient la structure carbonyle lactame indispensable a I’activité

des molécules (55,56).

Les Béta-lactamines : structure

Les pénicillines .Cla'vgms,
ex. pénicilline inhibiteur de B-
ampicilline lactamase
ex. acide
SeRLE clavulanique

Céphalosporines

,/’0\\“
ex. cefotaxime Oxaceph:emts
ceftazidime Y N o ex. moxalactam
o

COOH

/ Carbapenem Monobactams
/ N ex. imipénéme Y N Ex. aztreonam
o o \SO3H

COOH

Figure 4 : Structures de quelques B-lactamines (57).

Selon la Structure de B-lactamine, on trouve différentes classes :
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4.1.1.1. Les pénicillines (Les penames)

Possédant un cycle pentagonal saturé, constitué de trois parties : un noyau Thiazolidine

fixé sur un cycle Azétidinone et d’une chaine latérale en C-6 qui permet de les distinguer.

Elles sont regroupées au sein de la classe des pénames qui comprend les pénicillines, les Oxa-

1-péname (ex acide clavulanique) et les Carbapénames (58,59).

>

Pénicilline G et V (naturelles) : Pour les bactéries Gram positif et les coques a
Gram négatif.

Groupe A (Aminopénicillines) : Ampicilline et Amoxicilline spectre élargi,
orienté sur certains bacilles a Gram négatif mais inactivées par les
pénicillinases.

Carboxypénicillines : (Ticarcilline, carbénicilline) spectre élargie sur les
bacilles Gram négatif comme Pseudomonas aeruginosa.

Uréidopenicillines : Leur spectre d’activité regroupe la plupart des souches
d’entérobactéries et Pseudomonas aeruginosa.

Oxapénames ou clavames: I’Amoxicilline+l’acide clavulanique : en
association avec une autre fB-lactamine (Amoxicilline ou Ticarcilline+Acide

clavulanique) et utilisés comme inhibiteur de -lactamases.

4.1.1.2. Les Céphalosporines

Les Céphémes, Céphamycines et Oxalcéphemes, en dépit de leurs différences de

structure sont souvent désignés en Céphalosporines: a cycle hexagonal sature et classés selon

leur activité antibactérienne. Ce sont tous des produits a large spectre (60).

4.1.1.3. Monobactames

Ils se caractérisent par la présence du noyau monocyclique, azétidine, limité au cycle

beta lactame. Exemple : Aztreonam (62).

4.1.1.4. Pénémes

Ayant un cycle pentagonal insaturé, Possédant un large spectre antibactérien incluant les

bactéries a Gram négatif (entérobactéries) ; Gram positif, sauf les staphylocoques et les

entérocoques. Les carbapénémes se distinguent des pénicillines (pénams) par la présence d’ un

atome de carbone au lieu d’un soufre en position 1 et d’une liaison insaturée en C2-C3, ont un

effet bactéricide (61).
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4.1.2. Mode d’action des B-lactamines

La fixation des B-lactamines sur ces PLP qui sont des enzymes situées dans la partie
externe de la membrane cytoplasmique bactérienne et responsable de 1’arrét de la synthese du

peptidoglycane (62).
4.2. Les Aminosides

4.2.1. Définition

Les Aminosides sont des antibiotiques bactéricides de la famille des
Aminoglycosides, se sont des molécules polycationiques et hétérosides naturelles formées par
un ou plusieurs glycosides liés a un aminocyclitol. Elles sont classées par UMEZAWA en
1979 en fonction de la structure chimique centrale en trois classes: Streptamine, 2
désoxystreptamine et Streptidine (65).

Selon la position des sucres fixés sur le cycle désoxystreptamine on classe les

Aminosides en deux familles :

» Substitution en 4-5: néomycine, paromomycine, lividomycine, ribostamycine
et butyrosine

» Substitution en 4-6: ici se situent tous les aminosides essentiels, parmi lesquels
on peut rapprocher, en fonction des analogies de formules, kanamycine,

tobramycine, dibékacine et amikacine, gentamicine, sisomicine et nétilmicine.
4.2.2. Mode d’action des aminosides

Le spectre d'action des aminosides est large, agissant sur les bacilles Gram négatifs
aérobies notamment les entérobactéries et sur les bacilles a Gram positif (Listeria). lls se
fixent sur les ribosomes et perturbent a leur niveau, la traduction des ARNm. Il s’ensuit des
erreurs de réception des messages et I’incorporation d’aminoacides différents avec formation
de protéines défectucuses d’ou 1’effet bactériostatique et ils perturbent la synthése des

protéines au niveau de la fraction 30S du ribosome entrainant la destruction bactérienne (65).
4.3. Les Quinolones

Les Quinolones sont des antibiotiques synthétiques et bactéricides, découverts en 1962

par I’isolement d’acide nalidixique a partir d’une préparation de chloroquine destinée au
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traitement du paludisme. Ces molécules sont généralement classées en générations en
fonction de leurs spectres d'activité. Ces fluoroquinolones, qui sont des Quinolones de
deuxieme génération (norfloxacine, péfloxacine, ciprofloxacine), sont largement utilisées en
médecine humaine et vétérinaire, les infections urinaires, respiratoires, génitales, osseuses,
méningées, abdominales... etc. Fluoroquinolones sont plus utilisés pour inhibition de la
synthése de I’ADN (65).

4.4. Les Phenicoles

4.4.1. Le Chloramphénicol

C’est un antibiotique bactériostatique a large spectre. En Algérie, il est utilis€ au

Traitement de la fievre typhoide.
4.4.2. Thiamphénicol
Tres voisin chimiquement du chloramphénicol, son spectre d’action est similaire (65).

4.5. Les Polypeptides
4.5.1. La Vancomycine

Utilisée pour la representation de la Glycopeptides et Le chlorhydrate de Vancomycine
représente le principe actif, elle est administrée par voie intra - veineuse uniquement.

Antibiotique a usage hospitalier.
4.5.2. La Teicoplanine

Utilisée pour la représentation de G lycolipopeptides. Cette molécule est un acide faible
soluble dans I'eau. Sa grande lipophilie lui permet une meilleure diffusion tissulaire et un

relargage lent. Antibiotique a usage hospitalier (65).
4.5.3. La Polymyxine

Utilisée pour la représentation de lipopeptides. On distingue : Polymyxine R
(Polymyxine®) et la Polymyxine E (Colimycine®). Elle Se caractérise par une chaine

peptidique a laquelle est fixée une chaine lipidique (65).
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4.6. Les rifamycines

On distingue trois antibiotiques : La Rifamide, la Rifampicine et La Rifamycine SV

(Rifocine®), qui sont constituées d'un macro-cycle et d'un cycle aromatique (65).
4.7. Les tétracyclines

Elles pénétrent bien dans les cellules, ces molécules présentent une grande homogénéité.

Ce sont également des bactériostatiques. On distingue :
4.7.1. Les cyclines naturelles

e Chlortetracycline (Auréomycine®)

e Tetracycline base (Tetracyne ®)
4.7.2 .Les cyclines semi synthétiques

e Oxytetracycline (Terramycine®),
e Doxycycline (Vibramycine®),
e Minocycline (Mynocine®) (65).
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1. lieu du travall

Notre étude a été effectuée au niveau du laboratoire de bactériologie dans le centre

hospitalo-universitaire 1bn Badis

(Constantine) au niveau de la palliasse d’Examen

cytobactériologique des urines ECBU qui permet la détection de la présence des micro-

organismes ou des substances suspectes dans les urines.

2. Matériel

Dans notre travail on a utilisé le matériel suivant :

Tableau 5 : le matériel et les milieux utilisés

Matériel utilisés

Milieux de culture solide

Besoin d’identification

Bec bunsen
Pipettes pasteur

Boites de pétri

un pied a coulisse

e Milieu Hektoen

e Mueller Hinton

Milieu TSI
Milieu Mannitol

mobilité

e Etuve Milieu Citrate de

e Distributeurs Simmons
d’antibiotiques Uree Indole

e Ecouvillon Kovacs

violet de gentiane

e densitométre L’alcool

e Microscope optique Lugol

e Leslames et Fuchsine
lamelles L’eau

e Agitateur physiologique

huile a I’immersion

3. Les souches utilisées

Nous avons étudié deux souches d’Escherichia Coli : EC 1 et EC 2 déja purifiées.

4. Méthode de travail

4.1. Etude macroscopique
Pour avoir 1’aspect des colonies, leurs couleur, leurs taille, leurs forme, leurs

consistance, ainsi que leurs capacité a fermenter le lactose.




Partie Matériel et Méthodes

> Repiquage des souches

Sur milieu Hektoen , on ensemence nos souches séparément EC1 et EC2 par
la technique des trois cadrans en effectuant des stries serrées, les souches sont

ensuite Incubées dans 1’étuve a 37°C pendant 18 & 24 h (anex).

4.2 .Etude microscopique

Cette ¢tude permet d’apprécier la morphologie des bactéries, leur mode de

regroupement, leur abondance et leur mobilité.
» Etat frais

Etat frais ce fait suite a une préparation d’un simple frottis avec une goutte d’eau
physiologique et une colonie sur une lame et on recouvre par une lamelle ensuite observation

au microscope optique a I’objectif x 40.
» Coloration de gramme

I1 s’agit d’une technique qui permet de distinguer les bactéries en fonction de structure de

leur paroi, ces étapes sont les suivantes:

Apreés la réalisation d’un frottis on fait un séchage et fixation par la chaleur et on
Recouvrir par le violet de gentiane .laissez agir 1 min puis rincez a 1’eau. Ensuite recouvrir de
lugol, et laissez agir 1 min, puis laver a 1’eau physiologique. Et aprés Décoloration par
I’utilisation de 1’alcool, pendant 30 secondes puis ringage. Recoloration par la fuchsine.
Laisser agir 1 min puis rincez a I’eau. Enfin séchage de la lame, on 1’observe avec une goutte
d’huile a I’immersion objective x 100(annexes).

Les bactéries gram positif apparaissent colorees en violet, alors que les bactéries gram

négatif sont roses.

4.3. Confirmation des souches d’Escherichia Coli par des tests biochimique
4.3.1. Galerie biochimique classique

v' Préparation de la suspension bactérienne

On préléve une colonie bien isolée sur milieu Hektoen et on la met dans 2 .5
ml d’eau physiologique, et apres une agitation on ensemence les milieux inclinés par

des stries serrés et le culot par une piqure centrale.
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4.3.1.1. Test citrate de Simmons :

Cette recherche est pour identifier des entérobactéries par ’utilisation ou non

du citrate comme seule source de carbone.

Tableau 6 : Méthode du test de citrate de Simmons (annexes)

Aspect du milieu avant

L’ensemencement

Aspect du milieu apreés

ensemencement

Mode

d’ensemencement

Résultats

*On ensemence la
pente par des stries
longitudinales

*Ne pas visser le
bouchon a fond afin
de permettre les
échanges gazeux

eIncubation a 37°C

pendant 18 a 24h

1. Virage de

I’indicateur de pH
du vertau bleu: ily
a eu alcalinisation
du milieu et le teste :

Citrate de Simonne

+
2. Pas de
virage de

I’indicateur de pH :
iln’y pas eu
alcalinisation et le
milieu ne présente
pas de culture : la

souche est Citrate-
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4.3.1.2. Le test TSI (triple sugar iron)

Pour avoir la fermentation des trois sucres : du glucose, du lactose et saccharose, la

production d’hydrogéne sulfuré (H2S) et la production du gaz.

Tableau 7 : technique du teste TSI (annexes)

Aspect du milieu
avant

L’ensemencement

Aspect du milieu
apres

I’ensemencement

Mode

d’ensemencement

Résultat

La pente est
ensemencée par des
stries et le culot par
pigire centrale a
I’aide d’une pipette
pasteur, incubation a
37°C pendant 18 a

24h.

*Virage de couleur en
résulte de la
d’acide

qui est provoqué par

jaune :

production

la fermentation de
glucide (Glucose,

Saccharose, Lactose).

*La présence du bulle
et le déplacement du
milieu vers le haut
signifie qu’il y a une

production d gaz.

°La production de
H,S se traduit par un

précipité noir.

4.3.1. 3.Test mannitol-mobilité :

Test pour confirmer la mobilité bactérienne et 1’utilisation du mannitol.
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Tableau 8: Test de mannitol mobilité (annexes)

Aspect du milieu Aspect du milieu Mode Résultats
avant apres d’ensemencement
L’ensemencement L’ensemencement
Ensemencement par | Milieu  jaune
piqure centrale | signifie la
jusqu’au fond du | fermentation du
tube a 1’aide d’une | mannitol.
pipette pasteur,
. . . La croissance
incubation a 37°c
. bactérienne tout
pendant 18 a 24 h.

autour de la piqure
signifie sa mobilité:

mobilité +

lorsqu’il 'Y a une
culture  uniquement
au niveau de piqure

centrale : mobilité-

4.3.1. 4. Test de I’urée —Indole

On effectue ce test pour avoir la production d’indole par 1’hydrolyse du tryptophane

avec la tryptophanase et de I’urée par une uréase.

L’ensemencement se fait

par 1’ajout de quelques gouttes d’urée a la suspension

bactérienne, et aprés une incubation a 37°C pendant 24h on fait la lecture des résultats :

Lorsque le milieu est rose (basique) on dit que 1’uréase est négatif, quand le milieu prend la

couleur orange ou jaune on dit que ’uréase est positif.

Par la suite, on ajoute quelques gouttes de réactif de kovacs :

Si on observe une Anneau rouge c’est que 1’indole est positif, et s’il n’y a pas

d’anneau, on dit que 1’indole négatif.
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4.4. L’ antibiogramme

4.4.1. Réalisation d’antibiogramme

Dans une boite de pétri, verser le milieu Mueller-Hinton jusqu’a obtenir une épaisseur
de 4mm de facon uniforme et on racle avec un écouvillon une colonie bien isolée et
parfaitement identiques sur une culture pure de 18 a 24h et la transfere dans un tube
contenant 2.5 ml d’eau physiologique stérile , aprés une homogénéisation de la suspension
bactérienne on trempe un écouvillon stérile dans I’inoculum et I’essorer en pressant
fermement (et en tournant) contre la paroi interne du tube afin de décharger au maximum et
frotter I’écouvillon sur la totalité de la surface gélosée, séche haute en bas, en tries serrées ,
répéter I’opération 2 fois, en tournant la boite 60° a chaque fois, sans oublié¢ de faire pivoté
I’écouvillon sur lui-méme ensuit en passant I’écouvillon sur la périphérie de la gélose enfin
par I’utilisation d’ un distributeur de disque, on dépose les disques d’antibiotiques et appuie

doucement sur chaque disque par une pince stérile pour assurer un contact avec le milieu.

4.4.2. Les antibiotiques testés

» Pour les béta-lactamine: I’Amoxicilline(EML), la Ticarcilline(TIC),
Piperacilline(PRL), la  Cefazoline(Cz), la  Céfoxitine(FOX), Ila
Céfotaxime(CTX), Ceftazidime(CAZ) Imipéneme(IMP), Aztreonam(AZT),
Ertapenem(ERT).

Pour les aminosides : la Gentamycine (CN) et Tobramycine(TOB).

Pour les quinolones : la Pefloxacine.

Pour les polypeptides : la Colistine(CT).

Pour les sulfamides : le Sulfamethoxazole+Trimethoprime.

Autres : La Nitrofurantoine(F). Fosfomycine(FOT), Minocycline(MH)

vV V V V V

4.4.3. Lecture et interprétation

» Par un pied a coulisse, on mesure le diametre de la zone d’inhibition de chaque
disque d’antibiotique a I’extérieur de la boite fermé

» On compare les résultats aux valeurs critiques

On classe les bactéries selon trois catégories : sensible,
intermédiaire ou résistante.
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1-Résultats
1.1-Etude macroscopique des souches d’Escherichia Coli
» Croissance sur milieu Hektoen

Les résultats obtenus aprés 24h d’incubation a 37°C sur le milieu Hektoen ont

montré que les souches d’Escherichia Coli apparaissent en colonies :

- 1-3 mm de diametre
- plates et séches

- opaques

- bien rondes avec un point ombiliqué au centre.

Figure 5 : Aspect macroscopique des souches d ’Escherichia Coli sur milieu Hektoen
1.2. Etude microscopique des souches d’Escherichia Coli

> Etat frais

L’observation au microscope optique montre que la souche

d’Escherichia Coli est mobile sous forme de bacilles polymorphes.

» Coloration de Gram

Apres la réalisation de la coloration de Gram on observe au microscope

optique des bacilles colorés en rose regroupé en amas ou isolé ou bien en
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petite chénettes. Donc nos souches d’Escherichia Coli sont a coloration de

Gram négative.

Figure 6: observation de souche d’Escherichia Coli aprés coloration de Gram sous

microscope optique G x 100.
1.3. La galerie biochimique classique
1.3.1. Milieu citrate de Simmons

Apres 24h d’incubation a 37°C, on a remarqué I’absence du virage de la
couleur du milieu vert en bleu et I’absence des colonies, donc les souches sont

citrate négatif.
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Figure 7 : Aspect du citrate de Simmons par Escherichia Coli (citrate de Simmons(-))

1.3.2. Milieu Triple Sugar Iron (T.S.1)

Aprés 24h d’incubation on observe ce qui suit:

Un virage de couleur du culot et de la pente vers le jaune (acidification du milieu), et
la présence des colonies crémeuse, marron claire. La production de bulle(s) gazeuse,
avec un soulévement du milieu et sulfure d’hydrogéne négatif (L’absence de
noircissement). Donc les souches sont : lactose et saccharose(+), glucose(+), gaz(+),
H2S(-).

Figure 8 : Résultat du test TSI
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1.3.3. Test mannitol-mobilité
On observe une croissance bactérienne responsable du virage du rouge de
phénol au jaune, ce qui confirme le changement du ph (acidification du
milieu) .donc les deux souches sont mannitol(+). La mobilité de nos souches
est présentée par la formation de voile au tour de la piqure centrale.

Figure 09 : Résultat du test mannitol mobilité +

1.3.4. Milieu Urée —Indole

» Recherche de I’uréase

Escherichia Coli n’hydrolyse pas de 1’urée, le milieu reste intacte on distingue une

couleur jaune, alors que Escherichia Coli était urée (-).
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FigurelO : test d’uréase négatif
» Recherche de I’indole

Le résultat est immédiat apres 1’addition du réactif de Kovacs, on remarque

I’apparition d’un anneau rouge pour les deux souches E coli, donc elles sont indole (+).

Figure 11 : teste de I’indole positif

1.4. L’antibiogramme

La détermination de ’activité des antibiotiques sur les souches d ’Escherichia Coli pour
étudier leur phénotype de multi résistance est réalisée par la méethode de diffusion sur gélose
(Mueller Hinton).

3
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Antibiogramme de la souche 1 Antibiogramme de la souche 2

Figure 12:Résultat d’ Antibiogramme des souches d’Escherichia Coli.
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Tableau 9: Le profil de résistance/sensibilité pour les souches d ’Escherichia Coli

Diameétre d’inhibition | Souche 1 | Souche 2
Antibiotiques testés Abréviation Charge des disques (mm)
(ng) >S | <R Diamétre critique
B-lactamines
Amoxicilline AML 25 21 14 |6R 6R
Ticarcilline TIC 75 22 18 |6R 6R
Piperacilline PRL 100 21 14 |10R 10R
Cefazoline cz 30 23 19 |6R 6R
Cefoxitine FOX 30 22 15 |6R 11R
Cefotaxime CTX 30 21 15 |6R 6R
Ceftazidime CAZ 30 21 17 |R R
Aztreonam AZT 30 21 17 | 10R 11R
Ertapenem ERT 10 23 19 |12R 14R
Imipinem IMP 10 22 18 | 23S 24S
Aminosides
Gentamycine CN 10 15 12 |6R 6R
Tobramycine TOB 10 6R 6R
12 15
Autres

Acide nalidixique NA 30 19 13 |8R 10R
Pefloxacine Pef 19 22

1.25/23.75 16 10|6R 6R
Trimetrprime + SXT
Sulfamethoxazole
Colistine CT CMI 15S 17S
Nitrofurantoine F 300 17 14 |19S 18S
Fosfomycine FOT 200 16 12|34S 328
Minocycline MH 30 19 14 |8R 10R
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Les souches d’E. Coli sont résistantes pour tous les antibiotique de la famille des p-
lactamines :(Amoxicilline (EML), Ticarcilline(TIC), Piperacilline(PRL), Céfazoline(CZ),
Cefoxitine(FOX), Céfotaxime(CTX), Ceftazidime(CAZ), Cefepime, Aztreonam(AZT),
Ertapenem(ERT)) ou les zones d’inhibitions est inférieurs aux diametres des normes para port

a la charge des antibiotique de cette famille.

Sauf L’Imipinem (IMP) est trés active sur les deux souches avec un diamétre
d’inhibition de 23 mm pour la premiere souche et 24 mm pour la deuxiéme souche donc
sensible parce que la zone d’inhibition est supérieure aux diamétres des normes para port a sa

charge.

Concernant les Aminosides, parmi eux (Gentamycine CN, Tobramycine (TOB) les
souches d’Escherichia Coli sont résistantes, dont en trouve une zone d’inhibition inferieur
aux diametres des normes ainsi que aux Quinilones et 1’Acide Nalidixique (NA),
Trimetrprime + Sulfamethoxazole et aux Minocycline (MH) et aux autres antibiotiques qui
sont tres sensibles la Colistine (CT) de la famille des polymixines, les fosfomycine (FOT),

nitrofurantoine (F).
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2-Discussion

2.1. Etude macroscopique sur milieu Hektoen

Les aspects des colonies obtenues sont en relation avec la capacité des microorganismes
a fermenter le lactose qui se trouve dans le milieu. Cela conduit a une production d’acide qui
abaisse le PH placé dans le milieu et vire du vert au jaune-orangé, on conclut donc
gu’Escherichia Coli et lactose positif. Ces résultats sont compatibles avec ceux qui sont

mentionnés par oulymata, 2007, kouta, 2009 (66,67).
2.2. Etude microscopique

La coloration de Gram est une coloration différentielle permettant la classification des
bactéries en Gram (+) et Gram (-) tout en mettant leur forme et mode de regroupement en

évidence.

A cause de sa fine couche de peptidoglycane surmontée d'une membrane complexe
supplémentaire qui formée d'une épaisse couche phospholipidique intérieure surmontée de
macromolécules LPS, rendant la décoloration avec 1’alcool plus facile ainsi la diffusion de la

fuchsine (contre coloration).

Le violet de gentiane va traverser la paroi et la membrane de la bactérie et se fixer par le

Lugol sur les composants du cytoplasme.

Alors que le type de Gram et distingué par 'utilisation de I’alcool qui va rentrer dans la

bactérie et décolorer le cytoplasme.

Ensuite la recoloration des bactéries par la fushine qui se traverse toutes les parois et
membranes et va colorer en rose toutes les bactéries qui ont été décolorées durant I'étape

précédente, afin de mieux les observer. Nos résulta sont bien confiemé par kouta, 2009(67).
2.3. Les tests biochimiques

Les résultats obtenus sur citrate de Simmons montrent que les souches d Escherichia Coli
dépourvus de citrate perméase, par conséquent, elles n’utilisent pas le citrate comme seule
source de carbone et seules les bactéries autotrophes qui sont capables d’utiliser le citrate
comme seul source de carbone c’est-a-dire E. Coli est citrate de Simmons (-). Meziani,
2012(68).

-
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L’acidification et le virage de la couleur de la pente et du culot sur Milieu Triple Sugar
Iron (T.S.1) signifie la présence d’une fermentation du glucose ainsi que le lactose et/ou le
saccharose par les souches d’E. Coli avec production du gaz mais en absence de sulfure
d’hydrogéne H2S c’est-a-dire elles sont incapables de réduire les sulfates en sulfure. Ce qui

est compatibles avec des résultats mentionnés par Delarras, 2007 (69).

Les resultats obtenus par Test mannitol-mobilit¢ montrent que les souches
d’Escherichia Coli ont fermenté le mannitol et 1’ont utilisé comme source de carbone et
d’énergie.

La dégradation en anaérobiose du mannitol conduit a la formation de fructose dont
I’attaque conduit a la formation d’acides a chaines courtes. Cette acidité entraine un virage
progressif au jaune d’un milieu d’origine rouge.

La présence de culture tout autour de piqure dans le milieu confirme la mobilité de

nos souches. Ces résultats sont en parfait accord avec ceux décris par Meziani, 2012(68).

> Milieu Urée —Indole

e Recherche de 1’uréase

Nos résultats ont confirmé 1’absence des bactéries uréolytiques qui peuvent
décomposer 1’urée en carbonate d’ammonium, ce dernier alcalinise le milieu et entraine le
virage de ’indicateur coloré du pH (le rouge de phénol). Donc, on parvient a dire que les
souches d’Escherichia Coli sont : uréase (-) car le milieu reste jaune .les résultats obtenu de ce

test est déja confirme par souna (2011) (70).
e Recherche de I’indole

Aprés I’addition du réactif de Kovacs, le diméthyl-amino-4benzaldélyde il peut réagir
avec I’indole et forme un anneau rouge, ce qui confirme que la bactérie dégrade le
tryptophane grace a une tryptophanase en formant 1’indole. Donc, on parvient a dire que les
souches d’Escherichia Coli sont : indole positive .les résultats obtenus sont en conformité

avec ceux de Meziani, 2012 (68).
2.3. L’antibiogramme

L’étude de la résistance des deux souches d’E. Coli a été réalisé sur milieu Muller

Hinton selon la Méthode de standardisation et interpréte selon les normes de CLSI
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(Clinical and Laboratory Standards Institute) 2014.

On explique la résistance aux béta-lactamines par la production de béta-lactamases
surtout plasmidiques et rarement chromosomiques qui inactive les béta-lactamines par
hydrolyse du noyau béta-lactame, une diminution de la perméabilité de la membrane externe
aux antibiotiques hydrophiles par modification des porines chez les bacilles a Gram négatif,
ainsi que des phénomenes d’efflux. Les résultats obtenus sont déja confirmés par Filali et al.
(2000) (71).

La résistance aux cefoxitine est dut soit par I’imperméabilité aux antibiotiques soit par

I’association a une céphalosporine.

La Résistance a I’Ertapeneme pour les deux souches testées est due a une activité
enzymatique des carbapénemases qui rend I’antibiotique inactif par 1’hydrolyse de son noyau

B -lactames.

Chez les entérobactéries dont E. coli : La résistance peut étre due a des mécanismes
plasmidiques a ’association de Mécanismes de résistances (beta -lactamase a spectre étendu
[BLSE] et/ou céphalosporinase Associée & une perte de la perméabilité membranaire en
raison de la perte ou l'altération des Porines chez les entérobactéries) ou a la production
d’enzymes périplasmiques hydrolysant les carbapénémes : autrement dit les carbapénémases.

Nos résultats sont déja confirmés par P. Nordmann, et al. (2010) (73).

Les souches BLSE sont résistantes a tous les pénicillines et les Séphalosporines de
premiére deuxieme troisieme et quatrieme génération sauf céfoxitine et les Carbapénémes

(Imipenéme).

Il'y a une résistance acquise a 1’acide Nalidixique don ya une risque de développement

une résistance aux Fluor quinolones.

La Nitrofurantoine et la Fosfomycine conserve une excellente activité chez les deux souches

d’Escherichia Coli .d’ou I’intérét de leur utilisation dans les formes non compliquées.
Ces résultats sont en parfait accord avec ceux décris par A.Lezzar (2016).

On explique la résistance aux Aminosides par I’inactivation enzymatiques et la

mutation des petites unités ribosomiques.

m



Résultats et discussion

Il existe trois mécanismes qui expliquent la résistance aux Aminosides :

» Défaut de pénétration de l'antibiotique : c’est imperméabilité de la membrane
externe ou altération du transport actif a travers la membrane cytoplasmique
(résistance acquise ou naturelle)

» Modification de la cible ribosomale : c’est-a-dire la mutation d'un gene codant
pour la protéine ribosomale S12 ou pour I'ADN ribosomal 16S

» Inactivation de l'antibiotique par D’expression plasmidique d’enzymes

d’inactivation.
3 familles d’enzymes impliquées

e LaPhosphorylation par O-phosphotransférases (APH)
e La nucleotidylation par nucléodyltransférases (ANT)

e L’acétylation par N-acétyltransferases (ACC)

Nos résultats sont déja confirmés par Filali et al. (2000) (71).

L’utilisation de D’antibiogramme par la méthode de diffusion en gélose est une
excellente voie mais nécessite une bonne standardisation. Il faut faire trés attention aux
principaux pieges de cette méthode qui sont :

- la densité de I’inoculum
- la bonne conservation des disques (la température de conservation et la date de
péremption) notamment pour les béta lactamines et aux autres antibiotiques.

Donc, La technique de diffusion en gélose utilisée pour 1’étude de la résistance de ces
souches a montré la résistance de ces derniers vis-a-vis a la majorité des antibiotiques de la
famille des B-lactamines et aux Aminosides grace a des enzymes et des mécanismes
spécifiques, mais une excellente activité est enregistrée pour 1’imipeneéme, qui représente le

premier choix dans le traitement des infections causées par Escherichia Coli multi résistante.
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Conclusion et perspectives

Conclusion

Escherichia Coli est souvent responsable de plusieurs infections parmi elles 1’infection
urinaire, le cas des souches étudiées montrant une résistance a une large variété

d’antibiotiques.
Ce travail nous a permis d’atteindre les objectifs principaux :
1- TD’identification des souches d’Escherichia Coli

2- definir et de tester le profil de résistance des souches étudiées aux différentes familles

d’antibiotique.

A la lumiére des résultats obtenus, la galerie classique révélant le phénotype
biochimique présente certaines limites dans 1’identification bactérienne et que nos souches
sont résistantes a toutes les familles d’antibiotiques de Beta-lactamine et d’Aminosides sauf
L’Imipinem (IMP) qui est trés actif sur les deux souches, donc cette résistance réside dans la
faculté de certains micro-organismes a survivre et a se développer en présence d’un agent
antimicrobien en dose généralement suffisante a pouvoir bactéricide ou bactériostatique sur
des microorganismes de la méme espece, et de la la qualification d’E.coli comme étant une
bactérie multi-résistante présentant une particularité remarquable puisque il avait résisté a la

majorité des familles d’antibiotiques testés.

C’est ce qui doit étre signalé pour permettre aux équipes soignantes de le prendre en
charge dans les meilleures conditions et d’éviter la transmission de ce germe qui représente

une véritable menace pour la santé publique.

Enfin ce travail reste préliminaire et I’étude des mécanismes de résistance nécessite le
recours a des techniques avancées de biologie moléculaire ; il est a noter que ces techniques
d’isolement et de la détermination des sensibilités aux antibiotiques semblent étre nécessaires

pour mieux guider I’antibiothérapie et préserver 1’efficacité des antibiotiques.
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Les Annexes

Annexe 1: Composition des milieux de cultures

Milieux de culture Composition

Infusion de viande de beeuf 300,0 g/1

Hydrolysat de caséine 1759/

Mueller Hinton Amidon 159/
Agar 17,09/

Eau distillée (gsp) 1L

Protéose peptone 129

Extrait de levure 39

Chlorure de sodium 5¢

Thiosulfate de sodium 5¢

Gélose Hektosn Sels biliaires 99
Citrate de fer Il et d'ammonium 1,5¢

Salicine 29

Lactose 12¢

Saccharose 129

Fuschine acide 0,19

Bleu de bromothymol 0,065¢

Agar 149

Eau distillée (gsp) 1000mL

Sulfate de Mg 0,2 g/l

Phosphate monoammoniaqué 19/l

Phosphate bipotassique 19/l

citrate de simmons Citrate de sodium 29/1
NaCl 5¢/l

Bleu de bromothymol 0,08g/1

Agar 15¢/1

pH 6,8
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Peptones de caséine 159 /1

Peptones de viande 59/l

Extraits de viande 3g/l

Peptones de levure 3g/l

NaCl 59/l

TSI : Triple Lactose 109 /1
Saccharose 10g/l

Sugarlron Agar

Glucose 1g/l

Citrate ammoniacal de Fer (I11) 0,5g/l

Thiosulfate de sodium 0559/

Rouge de phénol 0,024 g /I

Agar 129/l

Tryptophane 3g/L

Urée 209/l

KH2PO4 1g/l

Uree-indole K2HPO4 19/
NaCl 5¢/1

Alcool a 95° 10 mL

Rouge de phénol 2,5 mL

Hydrolysat trypsique de caséine 10g

Mannitol. 7,59
Mannitol-Mobilité-Nitrate ~R0uge de phenol 0, 04g
Nitrate de potassium 01g

Agar 3,59

pH = 7,6
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Annexe 2 : Les réactifs et les colorants utiliser

Para dimethylamino benzaldehyde 0,5g

Réactif de kovacs Alcool iso anylique 75 ml
Acide chlorhydrique 25 ml
Violet de Gentiane 109
Phénol 209
Violet de Gentiane Ethanol (90 °GL) 100 ml
Eau distillee 1L
lodure de potassium 290
lode métalloide | 21g
Lugol Eaug.s. ad 100 g
g.s. ad 100 g signifie "quantité suffisante
pour obtenir 100 g de
solution”
Fuchsine basique 10g
Phénol 509
Fuchsine Ethanol 100 mL

Eau distillée 1L
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L’importance de la microbiologie n’est plus a prouver, c’est une connaissance approfondie des
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