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Abstract

Enterobacteriaceae occupy an important place in medical bacteriology, being responsible for
various infections, among others the digestive infections whose meats are most frequently
incriminated. In addition, they are now experiencing a very rapid change in their resistance to

antibiotics.

The objective of this study is to evaluate the antibiotic resistance of strains of enterobacteria

isolated from minced meat marketed in the Tébessa region.

The sampling and isolation were carried out according to the usual techniques; the
identification was carried out by the APl 20E biochemical gallery, while the sensitivity to

antibiotics was studied according to the diffusion method in agar medium.

From 15 samples taken in different butcher shops, we have isolated and identified 30 strains
of enterobacteria belonging to nine genera: Escherichia and Klebsiella(20% each), Salmonella and
Serratiawith equal percentages (16.67%), Proteus and Kluyvera(6.67% each) and finally

Citrobacter, EnterobacterandHafnia.

Antibiotic results showed high levels of resistance to antibiotics: ceftazidime (90%),
amoxicillin (76.67%), cotrimoxazole (73.33%), ofloxacin and cephalexin (66.67%), ticarcillin and
ciprofloxacin (53.33%). In addition, 60% of the strains were multiresistant. Nevertheless, imipenem

and aminoglycosides remain the most effective antibiotics.

The isolated strains showed different resistance patterns, most of which correspond to three

families of antibiotics, usually B-lactams, fluoroquinolones and trimethoprim-sulfonamides.

Key words: enterobacteria, antibiotic resistance, minced meat.



Résumé

Les entérobactéries occupent une place importante en bactériologie médicale, étant
responsables de diverses infections, entre autres les infections digestives dont les viandes sont les
plus fréeqguemment incriminées. De plus, elles connaissent aujourd’hui une évolution trés rapide de

leur résistance aux antibiotiques.

L’objectif de ce travail consiste a évaluer la résistance aux antibiotiques des souches

d’entérobactéries isolées de la viande hachée commercialisée dans la région de Tébessa.

Le prélévement et 1’isolement ont été effectués selon les techniques usuelles, 1’identification a
été réalisée par la galerie biochimique API 20E, alors que la sensibilité aux antibiotiques a été

étudiée selon la méthode de diffusion en milieu gélosé.

A partir de 15 échantillons prélevés de différentes boucheries, on a pu isoler et identifier 30
souches d’entérobactéries appartenant a neuf genres : Escherichia et Klebsiella (20% chacun),
Salmonella et Serratia présentant des pourcentages égaux (16,67%), Proteus et Kluyvera (6,67%

chacun) en enfin Citrobacter, Enterobacter et Hafnia.

Les résultats de I’antibiogramme ont montré des taux élevés de résistance a 1’égard des
antibiotiques :ceftazidime (90%), amoxicilline (76,67 %), cotrimoxazole (73,33%), ofloxacine et
céfalexine(66,67%), ticarcilline et ciprofloxacine (53,33%). Par ailleurs, 60% des souches ont
étémultirésistantes. Néanmoins, I’imipenéme et les aminosides restent les antibiotiques les

plusefficaces.

Les souches isolées ont présenté des différents profils de résistance, dont la plupart
correspondent a trois familles d’antibiotiques, généralement les B- lactamines, les fluorogquinolones

et les triméthoprime-sulfamides.

Mots clés : entérobactéries, antibiorésistance, viande hachée.
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Introduction

Les entérobactéries sont des bacilles a Gram négatif (BGN) [1], qui constituent une part
importante des bactéries isolées lors du diagnostic bactériologique des infections humaines. Elles
peuvent étre responsables de plusieurs types d’infections principalement les infections urinaires et

les infections digestives [2].

Actuellement, le traitement des infections dues aux entérobactéries connait des difficultés, a
cause du phénomene de la résistance aux antibiotiques qui n’est pas du tout récent. La situation est
d’autant plus alarmante pour les entérobactéries dont la prolifération de leur résistance est en
évolution trés rapide, posant ainsi un grave probléme de santé publique a 1’échéle mondiale.
L’utilisation massive ou inappropriée des antibiotiques, en médecine humaine ou en médecine

vétérinaire, est en effet une cause majeure de 1’émergence de ce phénomeéne [3].

En médecine vétérinaire, les antibiotiques sont utilisés comme facteurs de croissance ou a des
fins thérapeutiques. De ce fait, la résistance aux antibiotiques peut évoluer chez la microflore
hébergée par I’animal et par conséquent, elle pourrait évoluer également dans les produits

alimentaires issus de cet animal comme les viandes et le lait.

Dans ce contexte, notre travail porte sur 1’évaluation de la résistance aux antibiotiques des
souches d’entérobactéries isolées a partir de la viande hachée commercialisée dans la ville de
Tébessa. La viande hachée est une denrée fréqguemment impliquée dans les infections d’origine

alimentaire, parmi lesquelles les infections liées aux entérobactéries.
Les objectifs de ce travail sont donc:

1) Isolement et identification des souches des entérobactéries isolées de viande hachée
2) Détermination des taux de résistance et multirésistances des souches isolées aux différents

antibiotiques testés.

Notre manuscrit est présenté en trois chapitres :

- Le premier chapitre, inclura un bref rappel sur le groupe des entérobactéries et les
principaux genres incriminés en pathologie humaine, ainsi qu’un aper¢u sur les
antibiotiques, leurs modes d’action et les mécanismes de résistance développées par les
bactéries, et enfin une petite partie présentera la microflore de la viande hachée et les

différentes origines de sa contamination.

.



Le deuxiéme chapitre, décrira le matériel et les méthodes employées pour 1’isolement des

entérobactéries a partir de la viande hachée, leur identification biochimique et leur

antibiogramme standard.
Le troisieme chapitre sera réserve a la présentation des résultats obtenus et leur discussion.

N
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Patrie 01 Revue bibliographique

I.Entérobactéries
1. Définition

Les entérobactéries constituent une famille bactérienne hétérogéne regroupant un grand
nombre d’especes au niveau phénotypique, ce sont des bacilles a Gram négatif (BGN), de diametre
0,5 pum sur 3 um, droits, mobiles par ciliature péritriche chez la majorité des Entérobactéries
courantes (Escherichia, Proteus, Salmonella) ou immobiles (Klebsiella, Shigella spp, Yersinia),
non sporulés, aéro-anaérobies, fermentent le glucose avec ou sans production de gaz et réduisent

le nitrate en nitrite (sauf quelques Erwinia) [1] [4].

2. Habitat

Le nom d’entérobactéries a été donné parce que ces bactéries sont en général des hbétes
normaux ou pathologiques, suivant les especes microbiennes, du tube digestif de I’homme et des
animaux. Mais ce caractére écologique n’est pas exclusif des Entérobactéries pouvant proliférer en
abondance dans I’environnement (sols et eaux) et participer aux grands cycles de dégradation des

matiéres organiques [2].

3. Taxonomie

Les entérobactéries constituent un grand groupe de bactéries. La création de ce groupe a été
proposée par Rahn en 1937 qu’il dénomma Enterobacteriaceae. Actuellement, les entérobactéries

sont classées sur la base du séquencage des ARNr 5S et 16 S selon le tableau 01.

Tableau 01 : Ordre taxonomique des entérobactéries.

Domaine Phylum XI1 Classe Ordre Famille

Enterobacteria Proteobacteria Gamma Enterobacteriales | Enterobacteriaceae
proteobacteria

On dénombre 53 genres et plus de 170 espéces; certains genres comme Citrobacter,
Enterobacter, Escherichia, Klebsiella, Proteus, Shigella et Yersinia sont plus fréquemment isolés
en bactériologie clinique [5].

<



Patrie 01 Revue bibliographique

Tableau 02 : Classification d’espéces d’entérobactéries courantes et rares [6].

Especes
Escherichia Six especes: Escherichia coli...
Salmonella Salmonella bongori, S. enterica, S. subterranean...
Shigella Quatre espéces : Shigella dysenteriae, S. flexneri, .
sonnei, S. boydii.
Citrobacter Douze especes : Citrobacter freundii, C. youngae,
C. braakii, C. koseri...
Klebsiella Quatre especes : Klebsiella pneumoniae,
K. pneumoniae subsp. ozaenae...
Entérobactéries Enterobacter Quatorze especes : Enterobacter aerogenes,
Courantes E. cloacae, E. sakazakii...
Hafnia Espéce unique : Hafnia alvei
Serratia Onze espéces : Serratia marcescens subsp.
marcescens, S. odorifera, S. rubidaea...
Proteus Six especes : Proteus vulgaris, P. mirabilis,
P. penneri...
Morganella Une espéce : Morganella morganii subsp. Morganii
Providencia Cinq especes : Providencia alcalifaciens, P. stuartii,
P. retigeri...
Yersinia Onze espéces : Yersinia pestis, Y. enterocolitica
subsp. enterocolitica, Y. pseudotuberculosis...
Erwinia Onze espéces
Cedecea
Ewingella
Pantoea
Rahnella
Budvicia
. Burtiauxella
Entérobactéries Kluyvera
YA Leclercia
récemment
dbcrites Moellerella
Trabulsiella
Yokenella
Edwardsiella
Leminorella
Obesumbacterium
Pragia
Photorhabdus
Tatumella
Xenorhabdus
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4. Paroi
La paroi est composée de la membrane externe et de I’espace périplasmique (Figure 1); ce
dernier est constitu¢ d’un élément majeur, le peptidoglycane; on y trouve également les PLP

(protéines liant les pénicillines), cibles des antibiotiques comme les -lactamines.

Cette paroi donne sa forme aux bactéries; elle constitue une interface d’échanges avec le milieu

extérieur et surtout les protegent contre toutes agressions extérieures.

A Porine } |
1N | A| | i l’{ \ ) \ ) / f/ / / j /
V) | / fy 1/}
Chaines | (| ' ' ) ] ",’ / f / l‘;zxé;:::tr:mwJ
| mmleso \ f NIAY 1|
| /, / /

Lipopolysaccharide

Membrane
axterne

Espace
> périplasmique
et peplidoglycane

Meambrane
Peptidoglycane A0 plasmique

Protéina intrinséque iy

Figure 01 : Paroi des bactéries a Gram négatif [7].
4.1. Espace périplasmique

Il correspond a la zone située entre la membrane externe et la membrane plasmique. Il

comprend notamment le peptidoglycane et les PLP.
= Peptidoglycane
Contrairement aux bactéries Gram positif, les BGN comme les Entérobactéries possédent une

couche mince de peptidoglycane, qui représente 5 a 10 % du poids de la paroi.

5,
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= Protéines liant les pénicillines

Ce sont des enzymes (transpeptidases et carboxypeptidases) associées a la face externe de la
membrane cytoplasmique, leur role est d’assurer la synthése du peptidoglycane. Ces enzymes sont

la cible des antibiotiques comme les 13- lactamines.
4.2. Membrane externe

La membrane externe est la couche externe de 1’enveloppe bactérienne. Elle sert de barriére
de protection contre les antibiotiques et d’autres substances toxiques susceptibles de lyser ou
d’endommager la bactérie et elle empéche la perte des constituants comme les enzymes
périplasmiques.

* Porines

Elles représentent 1'un des constituants de la membrane externe. Elles sont constituées par
I’assemblage de 3 protéines qui s’insérent au sein de la membrane, formant ainsi des canaux étroits

au sein desquels pourront traverser de nombreux antibiotiques actifs sur les entérobactéries.

= Lipopolysaccaharides

lIs constituent un élément majeur de la membrane externe. lls sont constitués par trois

éléments: le lipide A, les polysaccharides centraux et la chaine latérale O [7].

5. Caractéres culturaux

Les Entérobactéries se développent rapidement sur des milieux ordinaires, en particulier le
milieu de Mac Conkey ou BCP (pourpre de bromocrésol) et la gélose SS (Salmonella- Shigella) ;
dont le temps de division moyen varie de 20 a 40 min. Elles sont facilement cultivables sur de

milieux de culture a pH neutre, dans un intervalle de (18-24 h) [8].

La température optimale de croissance est de 35 a 37 °C, a I’exception des Yersinia (30-
37°C), des Erwinia (27-30°C) mais la culture est possible entre 20 et 40 °C [7] [9].

Sur gélose, on peut obtenir differentes formes :

- Les formes S (smooth) : les colonies sont lisses, bombées, brillantes et humides, elles ont 2 a
4 mm de diametre.
- Les formes R (rough) : les colonies sont rugueuses, séches, a contours irréguliers et de teint

mate, elles s’observent surtout avec les souches ayant subi plusieurs repiquages [10].

5
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6. Caractéres biochimiques
Les principaux genres d'entérobactéries peuvent étre distingués par certains caractéres

biochimiques (tableau 03) [11].

Tableau 03 : Caracteres distinctifs biochimiques des entérobactéries les plus fréequemment

rencontrées [11].

S S 3 a8 3 3
= = ‘3 = 3 s o} - Q S
8 8 3 3 S v = 3 = s
b N <3 = 3 £ v ¥ R 2
3 < 9 b s o i 2 e g
= X Q 9 v = = Q‘: S ’,:
N ~ . 4 ~ : r 8 >~
= ~ = v %) ) %) e
& O ) A a
Lactose + + + + - . = - .
ONPG
+ + + + + - +/- - - +
Indole + - - +/- - - - | +- - +/-
VP
AL o % + + + - = - +*
(Acétoine)
Citrate - + + + . +/- - +/- + S
Mobilité | + + + - + + - + - +*
Urée - - - i : 2 : + - +
PDA - . . 2 Z 4 : + + .
H,S - +/- - - - + - +/- - -

*2.20°C seulement

ONPG : Ortho Nitro Phényl Galactopyranoside, VP : Voges Proskauer, PDA: Phénylalanine Désaminase

7. Caracteres antigeniques

Les entérobactéries possédent différents antigenes; on distingue surtout les antigénes (Ag) O,
H et plus rarement K.

» Antigénes O ou somatiques: Ag de paroi toujours présents, correspondent aux
polyosides fixes sur les lipopolysaccharides (LPS), trés toxiques, ils sont thermostables
(résistants 2 heures a un chauffage a 100 °C) et a 1’alcool [9] [12].

» Antigénes H ou flagellaires: constitués de protéine spécifiqgue dénommée flagelline, ils
sont thermolabiles [9], détruits par I’alcool a 50 % et par les enzymes protéolytiques, ils
n’existent que chez les souches mobiles [13].

» Antigénes Kou capsulaires: généralement constitués d’une couche externe de
polysaccharides, thermolabiles qui entourent la paroi de certaines entérobactéries

[14] [15] [16].
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» Antigéne de kunin : Ag commun dénommé ECA (Enterobacterial common Antigen). Il
n’existe que chez les entérobactéries et, de ce fait, a un intérét taxonomique. Sa présence

chez les Yersinia a permis d’inclure ce genre dans la famille des entérobactéries [17].

Figure - Structure et aspect microscopique des Enterobacteriaceae
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Figure 02 : Structure et aspect microscopique des Entérobacteriaceae et différents types

d’antigénes [18].

8. Principaux genres
8.1. Escherichia

Il comprend 5 espéces: I’espece type est E. coli qui représente la quasi-totalité des isolats
humains [18]. C’est une bactérie assez grande (1-1,5 sur 2-6 um), isolée par Escherich en 1885[19].

e Habitat

E .coli fait partie de la microflore intestinale de tous les animaux, y compris les humains.

C’est un commensal de I’intestin; il représente 80% de la flore intestinale aérobie.

L F
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Il se trouve en abondance dans les matiéres fécales a raison de 108 germe / g de féces. De I3, il
se répand dans la nature: sol et eaux. Sa présence dans le milieu environnant signe toujours une

contamination fécale [20].

e Pouvoir pathogene

Chez I’homme, la colonisation par E .coli peut étre responsable d’un nombre vari¢ de
pathologies comme les infections urinaires, les infections digestives (diarrhée, infections

hépatobiliaires), les méningites néonatales et les septicémies [21].
8.2. Klebsiella

Le nom Klebsiella provient du nom du bactériologiste Klebs en 1877 [22]. 1l s’agit d’un
bacille immobile, de 0,3 a 1,0 pum de diametre sur 0,6 2 6 pm de longueur, d’aspect muqueux des

colonies.
e Habitat

C’est une bactérie ubiquitaire, fréquemment isolée de I’environnement (eau usées, sol) et de la

flore commensale du tube digestif et des voies respiratoires supérieures [19].
e Pouvoir pathogéne

Chez I’homme K. oxytoca et K. pneumoniae subsp. pneumoniae sont responsables
d’infections diverses: infections suppuratives, infections biliaires, infections hépatiques, infections
intra-abdominales. Certaines souches de K. pneumoniae subsp. pneumoniae sont responsable des
diarrhées chez le jeune enfant [23] et des infections respiratoires, urinaires au deuxiéme rang apres
E. coli [12].

8.3. Enterobacter

Selon le manuel de Bergy’s, le genre Enterobacter proposé par Hormaeche et Edward en
1960. Les especes du genre Enterobacter sont des bacilles droits de 0,6 a 1 um de diamétre sur 1,2

a 3 um de longueur, ils se présentent de maniere isolée, groupée ou en courtes chainettes [24].
e Habitat

Les espéces du genre Enterobacter peuvent étre trouvées dans 1’environnement naturel tel
que le sol, ’eau et la végétation, également dans une vaste gamme de produits alimentaire (viande,
poissons, ceufs, produits laitiers et confiseries) [3] ou commensales du tube digestif de ’homme et

des animaux [25].

o
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e Pouvoir pathogéne

Enterobacter est un pathogene opportuniste responsable en milieu hospitalier surtout,
d’infections urinaires, de bactériémies, de méningites ou de suppurations diverses [25] et des

infections respiratoires, des endocardites et des infections intra abdominales [26].
8.4.Salmonella

Le premier bacille de Salmonella agent de la fiévre typhoide fut observé en 1880 par Eberth
dans des coupes de rate et de ganglion lymphatique. La culture in vitro de cette bactérie fut mise au
point par Gaffky en 1884. Cette bactérie est de2 & 5 um de longueur et de 0,7 a 1,5 um de
largeur,elle est mésophile et mobile grace a des flagellespéritriches.Les colonies sont généralement

rondes, lisses et ont un diameétre de 2 a 3 mm[28] [29].
e Habitat

Le réservoir naturel est constitué par le tube digestif des espéces contaminées: mammiféres (y
compris [’homme), volailles, reptiles, escargots, grenouilles, animaux de compagnie (chiens et

chats)... etc. Les déjections de ces espéces peuvent contaminer le sol et/ou 1’eau [1].
e Pouvoir pathogéne
Les salmonelles peuvent donner lieu a trois types de manifestations cliniques :

- Des formes bactériémiques, strictement humaines, qui sont les fiévres typhoide et
paratyphoide dues a Salmonella Typhi et Salmonella Paratyphi (A, B et C). Ces maladies
sont & déclaration obligatoire [30].
- Des toxi-infections alimentaires donnant lieu a des gastro-entérites dues a tous les autres
sérovars mais également a Salmonella Paratyphi B et C.
- Des manifestations extra-digestives [31].
8.5.Shigella

Ces bactéries furent décrites la premiére fois par Chantemesse et Widal en 1888, qui les
avaient isolé des sels de malade présentant un syndrome dysentérique[1]. Ce genre nomme Shigella
en I’honneur du bactériologiste japonais Kijoshi SHIGA qui a découvert le bacille de la dysenterie
en 1897 [32]. Ce sont des bactéries immobiles et non capsulées, elles sont tres prochesd'E.coli[33]
[34].
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e Habitat

Les shigelles sont des bactéries strictement humaines, elles ne font pas partie de la flore intestinale
normale; on ne les retrouve que chez les malades, les convalescents et les rares porteurs sains. Elles
peuvent survivre relativement longtemps dans les milieux externes: 10-11 jours dans les matiéres

fecales, 8 jours sur les vétements des malades et 2-3 jours dans I’eau [35].
e Pouvoir pathogene

Les shigelles provoquent chez I’adulte des colites infectieuses et chez I’enfant de gastro-
entérites séveres avec diarrhée mucopurulente et sanglante, fievre et déshydratation [5]. Les moins
rares maladies sont des infections urinaires, des formes bactériémiques, des arthrites et des

meningites [36].
8.6.Citrobacter

Ce sont des entérobactéries ayant en commun la capacité d’utiliser le citrate comme seule

source de carbone
e Habitat

Les citrobacter sont des commensaux du tube digestif de I’homme et des animaux qu’on peut

isoler des urines et des sécrétions respiratoires.
e Pouvoir pathogene

Les Citrobacter sont des pathogénes opportunistes, qu’on peut isoler au cours d’infections
urinaires ou pulmonaires. Elles ont été signalées comme responsables de méningo-encéphalites

néonatales. Mais elles sont rarement responsables d’infections sauf chez les sujets immunodéprimeés

[9].
8.7.Yersinia

Anciennement appelées Pasteurella, les Yersinia ont été incluses dans la famille des
entérobactéries en 1974 [9]. Ces bactéries ont une croissance plus lente que celle des autres
entérobactéries, elles ont toutes un tropisme pour les tissus lymphoides, ce genre comprend 3

especes pathogeénes pour I’homme [37] [38].
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e Habitat

Yersinia est une bactérie ubiquitaire, qu’on peut trouver dans I’environnement (eau, sol) ou

chez les animaux (rongeur, porc ... etc.).
e Pouvoir pathogéne

Yersinia est responsable d’entérocolite chez le jeune enfant, d’adénite mesentérique chez
I’adolescent et 1’adulte jeune. Les formes septicémiques sont plus rares et surviennent sur un terrain
fragilisé, immunodéprimé et des manifestations cliniques variées ont été décrites (abcés profonds,

endocardite, méningite ....) [1].
8.8.Serratia

Ce sont des bactéries trés protéolytiques, liquéfiant la gélatine, et produisent une lipase.On

distingue 10 espéces dans ce genre [38].
e Habitat

D’une maniére générale, les especes du genre Serratia sont isolées des plantes
(Iégumes,champignons), on les trouve aussi dans le tube digestif de I’homme, des rongeurs, des
insectes, ainsi que dans le sol et I’cau. Serratia est capable aussi de se développer sur des aliments

tels que le pain, la viande et le lait [39].
e Pouvoir pathogene :

Les espéces de Serratia sont des agents pathogénes opportunistes. Elles sont a 1’origine d’une
multitude d’infections, dont la bactériémie, la pneumonie, les infections liées aux cathéters

intraveineux, 1’ostéomyélite, I’endocardite [40].
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1. Antibiotiques

1. Définition

Les antibiotiques sont des molécules a activité antibactérienne, capable de détruire les

microorganismes ou du moins de limiter de maniere significative leur multiplication. Ils sont soit

d’origine biologique (B-lactamines, aminosides, macrolides, polypetides), semi-synthétiques ou

synthétiques (sulfamides, quinolones).

2. Modes d’action

Les ATB agissent spécifiquement sur des cibles moléculaires perturbant une étape essentielle

du métabolisme des bactéries (synthése protéique, synthése des acides nucléigues, synthese de la

paroi, réplication, transcription, désorganisation de la membrane) [41]. (Figure 03)[42].
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Figure 03: Mode d’action des antibiotiques.

3. Résistance aux antibiotiques

D’un point de vue strictement bactériologique, une souche bactérienne devient résistante

lorsqu’elle peut croitre en présence d’une concentration d’antibiotique plus élevée que la

concentration qui inhibe normalement les souches sensibles de I’espéce [1]
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4. Types de résistance
Les entérobactéries sont soit naturellement résistantes soit elles ont une résistance acquise :

4.1. Résistance naturelle

Son mécanisme sur le génome bactérien est constant dans un taxon et est généralement
chromosomique. Elle correspond a la résistance de toutes les souches d’une méme espéce
bactérienne a un antibiotique. Elle est due soit a une absence de cible pour I’antibiotique soit a une
imperméabilité de la paroi a cet antibiotique.
4.2.Résistance acquise

Le terme de résistance acquise est utilisé pour désigner des processus permettant a des
bactéries appartenant a une famille originellement sensible de devenir résistante a un ou plusieurs
antibiotiques. Cette résistance est déterminée par des modifications génétiques consistant a des
mutations sur des génes déja présents chez la bactérie (résistance par mutation chromosomique), ou
en l’acquisition de nouveaux genes de résistance par transfert horizontal (résistance extra-

chromosomique) [43].

5. Mécanismes de resistance aux antibiotiques
Bien que plusieurs mécanismes soient impliqués dans les résistances acquises de certaines
espéces bactériennes a certains antibiotiques, les suivants sont communément décrits:
¢ Diminution de la perméabilité
L’absence de perméabilité de la paroi est un phénomeéne de résistance naturelle chez certaines
espéces mais peut survivre chez des especes sensibles a la suite d’une mutation chromosomique.
L’altération des porines suite a une mutation chromosomique diminue le passage des molécules et

réduit la sensibilité des bactéries a certains antibiotiques.
+ 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.

% Inactivation de I’antibiotique par les enzymes bactériennes

Elle consiste en la production d’une enzyme spécifique qui détruit ou modifie 1’antibiotique
en donnant des dérivés inactifs sur la bactérie.
¢ Substitution de la cible d’action des antibiotiques :
Ce systéme consiste en un développement d’une voie métabolique visant a remplacer la voie

bloquée par I’antibiotique [44].




Patrie 01 Revue bibliographique

Viande

1. Définition

Selon I’organisation mondiale de la sant¢ animale, la viande correspond a tous les corps
d’animaux comestibles qui n’ont ét¢ soumis a aucun traitement. La viande est donc une chair des

mammiferes et des oiseaux dont I’homme se nourrit [45].

2. Composition

La viande, par sa grande valeur nutritive, reste un aliment tres prisé. Elle est riche en

nutriments, notamment en acides aminés essentiels qui font d’elle un aliment quasi irremplagable

[46].

Tableau 04 : Composition de la viande [47].

Compositions Pourcentage
Eau 75-80 %
Protéines 15-20%
Substances azotées non protéiques 10 %
Lipides 3%
Glycogéne 1%
Sels minéraux 1%

3. Viande hachée

C’est la viande qui est soumise a une opération de hachage en fragment ou a un passage dons
un hachoir, a laquelle a ét¢ éventuellement ajouté un maximum de 1 % de sel. Tout ajout d’eau est

un interdit [45].

4. Nature des microorganismes des viandes de boucherie

La microflore de contamination des viandes et des produits a base de viande comprend
essentiellement les microorganismes saprophytes, les microorganismes tests d’hygi¢ne et
éventuellement une flore pathogene responsable des maladies.

e Microorganismes saprophytes et microorganismes tests d’hygiéne

Les microorganismes saprophytes constituent 1’essentiel de la microflore de contamination

des viandes et des produits a base de viande. Parmi les bactéries saprophytes isolées des viandes
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hachées : Pseudomonas, Acinetobacter et Micrococcus ; il y a ensuite, les Entérobactéries et enfin,

les Bacillus, Mycobacteriumet Clostridium.

Parmi les bactéries saprophytes les hygiénistes font une place a E .coli, aux coliformes fécaux
et entérocoques en général. Ces bactéries sont considérées comme provenant directement du tube
digestif. Cependant E .coli demeure actuellement le seul et le plus sir des microorganismes tests a
utiliser en hygiéne publique. Son dénombrement est rendu obligatoire pour toutes les entreprises

commercialisant la viande Aux USA.

e Micro-organismes pathogénes

Les germes pathogénes qui contaminent les viandes et responsables de toxi-infections
alimentaires sont en général Salmonella spp, Listeria monocytogenes, Clostridium botulinum,
Clostridium perfringens, Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, Yersinia enterocolitica, Shigella
et E .coli O 157 :H7 [46].

5. Sources de contaminations des viandes

Les viandes sont inévitablement polluées a la sortie de 1’abattoir et des ateliers de découpe,

dans leur profondeur mais surtout a leur surface.

» Contamination du muscle avant la mort (contamination profonde)

La contamination ante mortem est toujours limitée. Les animaux malades sont en effet
systématiquement éliminés par les services vétérinaires lors des contrdles ante et post mortem. Par
contre, il arrive que des animaux apparemment sains hébergent notamment dans leur tube digestif
des germes dangereux, en particulier des salmonelles qui lors d’agression (mauvaises conditions

d’abattage, accident ...etc.) passent dans le muscle.

Le tube digestif ne constitue pas la seule source de contamination ; il semblerait que certaines
bactéries puissent pénétrer dans 1’organisme d’animaux vivants apparemment sains soit au niveau

de lésions, soit au niveau de muqueuses.

» Contamination post mortem (contaminations profonde et superficielle)

L’essentiel des microorganismes est apporté au cours de [’abattage et au cours de la
préparation des carcasses par: I’environnement, les matiéres fécales, la peau, les instruments et les

manipulateurs.

La contamination profonde est généralement peu importante dans le cas d’animaux sains

abattus dans de bonnes conditions, de 1’ordre de 1 germe par 10 g et le plus souvent 1 germe par

)
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100 g. Une contamination non négligeable des carcasses par les bactéries intestinales peut prendre
place plusieurs heures aprés la mort lorsque la paroi intestinale fragilisée permet I’entrée de ces
bactéries [48].

» Contamination au cours du stockage et de la commercialisation

Toute variation dans les conditions de stockage et de commercialisation va entrainer la

prolifération des microorganismes contaminants. Lors de la commercialisation, des contaminations
par D’air, les surfaces, les vendeurs et le personnel de service sont encore possibles.
» Contamination au cours du transport

Le transport implique des changements des conditions, sources éventuelles de variation dans

les températures et dans 1’humidité relative.
» Contamination lors de la découpe

On a constaté que les erreurs d’hygi¢ne graves dans les conditions de travail telles que la
température trop élevee dans les salles de découpe, le nettoyage insuffisant du matériel et des tenues

vestimentaires des travailleurs favorisent la prolifération des bactéries [46].

6. Conditions de la multiplication des microorganismes
» Température
L’évolution des microorganismes sur les surfaces des viandes dépend d’un certain nombre de
parametres dont le plus important est la température. En régle générale, les germes se multiplient
d’autant plus lentement que la température est basse. La majorité des microorganismes proliférent a
des températures moyennes supérieures ou égale a + 20 °C. La température de croissance des

bactéries est indiquée dans le tableau.

Tableau 05 : Température de croissance des bactéries

Groupe Températureminimale | Températureoptimal | Températuremaximale
Psychrophiles -15°C 15a20°C 25°C
Psychotropes 0 as°C 25a35°C 37°C
Mésophiles 10a20°C 37°C 45°C
Thermophiles 25a45°C 50 & 55°C 65 a 90 °C

» Activité de I’eau (AW)

L’eau est indispensable pour le développement des microorganismes. L’exigence en cette eau

varie avec les especes. En général, plus I’AW est élevé, plus la croissance de la microflore est
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intense. La plupart des bactéries ont un optimum de croissance autour de 0,990 a 0,995, ce qui

correspond bien a ’AW de la viande.
> PH

Le PH du muscle décroit progressivement apres 1’abattage et passe de sa valeur physiologique
de 7,0 a 7,2 a une valeur voisine de 5,3 a 5,8 selon I’espéce animale considérée et au sein d’une
méme espece, selon le muscle considéré. Les bactéries se développent sur des milieux dont le pH
varie de 4,5 a 9 avec un optimum de 6,5 & 7,5. On observe tout de méme une forte réduction de la

croissance microbienne, pour tout abaissement de ce parameétre.
» Facteurs nutritionnels

La plupart des microorganismes se développant sur les viandes car ils y trouvent I’ensemble
des nutriments nécessaires pour leur croissance. Les glucides simples et les acides aminés, entrent
dans la composition d’un grand nombre d’aliments et sont largement utilisés par une grande variété

de micro-organismes comme source de carbone et d’énergie [48].
» Tension d’Oxygéne

La croissance en anaérobiose est plus lente que la croissance en aérobiose. La viande hachée

étant une denrée suffisamment aérée, favorise la multiplication des germes aérobies [45].
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Chapitre |

Matériels et Méthodes

1. Objectifs et cadre d’étude

Notre travail a été réalisé durant la période qui s’étend de Janvier jusqu’au moins d’avril

2019 au niveau de laboratoire de microbiologie, département de biologie appliquée a I’université de

Tébessa. Il porte sur des viandes hachées commercialisés dans la ville de Tébessa, dans 1’objectif

d’évaluer les résistances aux antibiotiques des souches d’enterobacteries isolées a partir de ces

viandes.

2. Matériels et méthodes

2.1. Prélevement

Durant la période d’étude, 15 échantillons ont été prélevés a partir de différentes boucheries,

selon le tableau ci-dessous. Un échantillon de 100g a été aseptiqguement prélevé dans un sac

plastique stérile et transporté au laboratoire dans un délai ne dépassant pas les 2 heures.

Tableau 06: Informations relatives aux échantillons prélevés.

N° d’échantillon Date de prélevement | Site de prélévement
01 10 02 2019 Cité Beb Zayatine
02 17 02 2019 Rue de Constantine
03
24 02 2019 Le grand Marché
04
05 2502 2019 Rue de Constantine
06 03 03 2019 Le grand Marché
07 Draa el imam
06 03 2019
08 Cité El wiam
09 07 03 2019 Larmoute
10 Cite Houari Boumediene
11 Porte de Caracalla
12 19 03 2019 Le grand Marché
13 Cite Houari Boumediene
14 Porte de Caracalla
15 Le grand Marché
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2.2. Pré- enrichissement
Au laboratoire, prés du bec Bunsen :
- Peser aseptiquement 25 g de viande dans une boite de Pétri, puis les transférer dans un
mortier stérile.
- Broyer la viande, en ajoutant progressivement 225ml de bouillon tryptone-sel, jusqu’a
I’obtention d’une suspension homogene.
- Laisser le broyat reposer pendant 15 a 45 minutes a température ambiante.
- Transférer le broyat dans un flacon stérile.
- Incuber pendant 18 a 24 heures a 37 °C.

2.3. Isolement des entérobactéries résistantes aux céphalosporines de 3*™ génération (C3G)
Apres incubation, préparer une dilution dans 9ml de tryptone- sel. Prélever 0,1 ml de la

suspension et de la dilution ainsi préparée a 1’aide d’une micropipette et 1'ensemencer a la surface

de deux boites de gélose Mac Conkey (MC) additionnée de 2 mg/ litre de cefotaxime (CTX) [49].

Etaler & I’aide d’un rateau et incuber pendant 24 3 48 h a 37 °C.

2.4. Recherche des Salmonella

2.4.1. Enrichissement

0,5 ml de bouillon du pré-enrichissement est inoculé dans 5 ml du bouillon SFB (Selenite F
Broth).

- Incuber le bouillon SFB pendant 24 a 48 a 37 °C.
2.4.2.1solement

- A l'aide d'une pipette Pasteur, prélever a partir du bouillon SFB et faire des striesa la surface de
deux boites de I’un des milieux DCLS (desoxycholate- lactose-sucrose), SS (Salmonella-Shigella)

ou bismuth-sulfite.

- Incuber pendant 24 4 48 h a 37 °C, jusqu’a I’apparition des colonies.

2.5. ldentification des isolats par un examen macroscopique et microscopique

Aprés incubation, repérer les colonies suspectes sur les différents milieux :

s MC (addi a CTX) : les entérobactéries donnent sur ce milieu des colonies rouges/ roses
(lactose +) ou des colonies jaunes/ incolores (lactose -), de forme rond (réguliére ou irréguliére)
géneralement de taille grand, parfois cremeuse et laiteuse

%+ DCLS: les colonies jaunes ou incolores (lactose -) avec ou sans centre noir sont suspectes d’étre

Salmonella.
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+ SS: les colonies incolores (lactose -) avec ou sans centre noir sont suspectes d’étre Salmonella
[50].
< Bismuth : les colonies vertes transparentes avec ou sans centre noir sont suspectes d’étre

Salmonella [51].

Apres I’examen macroscopique on fait la coloration de Gram (voir annexe B), pour toute
colonie suspecte. On retient seulement des colonies ayant données des bacilles a Gram négatif
(BGN).

2.6. Conservation des isolats
Apres purification, la conservation se fait par repiquage a partir des isolats purs sur gélose
nutritive (GN) inclinée, en faisant des stries serrées. Aprés incubation pendant 24 h a 37 °C,

conserver les tubes au réfrigérateur ou a température ambiante.

2.7. ldentification biochimique
L’identification biochimique des isolats de BGN ainsi conservés est réalisée par la galerie API 20 E.

a) Principe et description de la galerie API1 20 E

La galerie APl 20 E (Analytical profile index ), est une version miniaturisée et standardisée
des techniques biochimiques conventionnelles pour 1’identification des bactéries a Gram négatif.
Elle comporte 20 micro-tubes(Figure 04), contenant des substrats sous forme déshydratée, ces
micro-tubes sont inoculés avec une suspension bactérienne qui reconstitue les milieux. Les
réactions produites pendant la période d’incubation se traduisent par des virages colorés spontanés

ou réveélés par I’addition des réactifs.

L&L.u 4’:| ,-.-‘ Jl “
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Figure 04 : Galerie API 20E.
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b) Mode opératoire

» Préparation de la galerie

- Réunir fond et couvercle d'une boite d'incubation et répartir environ 5 ml d'eau distillée dans les

alvéoles pour créer une atmosphére humide.

- Inscrire la référence de la souche sur la languette latérale de la boite.
- Sortir la galerie de son emballage.

- Placer la galerie dans la boite d'incubation.

» Préparation de I'inoculum
- Préparer une suspension bactérienne dense dans 10 ml d’eau physiologique stérile a partir
d’une culture pure et jeune de 18 a 24 h, faite sur GN.
= Ensemencement de la galerie
- Introduire la suspension bactérienne dans chaque tube a 1’aide d’une pipette Pasteur stérile
pointe, appuyée a I’intérieur et sur le c6té pour éviter la formation de bulles d’air.
- Pour les caracteres soulignés: ADH, LDC, ODC, H2S, URE, ensemencer le tubule par la
suspension et la cupule par I’huile de vaseline stérile.
- Pour les caractéres encadrés VP, CIT, Gel, ensemencer le tubule et la cupule par la suspension.
- Pour les caracteres non encadres, non soulignés ensemencer uniquement le tubule par la
suspension.
- Refermer la boite d’incubation et la placer a 37°C pendant 18 a 24 heures.

c) Lecture
Apres incubation, la lecture de la galerie doit se faire en se référant au tableau de lecture
(Voir annexe D).

> Si 3 tests ou plus (test GLU + ou -) sont positifs, noter sur la fiche de résultats toutes les

réactions spontanées puis révéler les tests nécessitant I'addition de réactifs:

Test TDA : ajouter 1 goutte de réactif TDA. Une couleur marron-rougeatre indique une réaction

positive a noter sur la fiche de résultats.

Test IND : ajouter 1 goutte de réactif de Kovacs. Une couleur rose diffusant dans toute la cupule

indique une réaction positive a noter sur la fiche de résultats.

Test VP : ajouter 1 goutte des réactifs VP 1 et VP 2. Attendre au minimum 10minutes. Une couleur
rose ou rouge indique une réaction positive a noter sur la fiche de résultats. Une faible coloration

rose apparaissant aprés 10 minutes doit étre considérée négative.

Y
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Test Glu : ajouter une goutte des réactifs NIT 1 et NIT 2 dans le tube GLU. Attendre 2-5 minutes,
une coloration rouge indique une réaction positive (NOz2).Une réaction négative (coloration jaune)
peut étre due a la production d’azote. Dans ce cas, ajouter 2-3 mg de poudre de zinc dans la cupule
GLU. Aprés 5 minutes, un tube resté jaune indique une réaction positive a noter sur la fiche des
résultats. Si la cupule devient orange-rouge, la réaction est négative, les nitrates encore présents

dans le tube ont été reduits en nitrites par le Zn.

» Si le nombre de tests positifs avant ajout des réactifs (y compris le test GLU) est inférieur a
trois, réincuber la galerie 24 heures (plus ou moins 2 heures) de plus sans rajouter les
réactifs [52].

d) Interprétation des résultats
L’identification a été réalisée a ’aide d’un logiciel d’identification (feuille Excel pour

I’identification microbienne).

2.8. Test de I'antibiogramme
Il a été réalisé selon la méthode de diffusion en milieu gélosé, méthode des disques
(Antibiogramme standard).
a) Principe
L’antibiogramme regroupe différentes techniques permettant de déterminer la sensibilité
d’une souche bactérienne & un ou plusieurs antibiotiques dans une optique essentiellement
thérapeutique. Son principe repose sur la mise en contact in vitro de la bactérie a tester avec

I’antibiotique et sur I’observation des conséquences sur la croissance et la survie bactérienne [53].
b) Choix des antibiotiques

Le choix des antibiotiques utilisés dans cette étude a €té fait selon les recommandations du
comité de 1’antibiogramme de la société francaise de microbiologie [49]. La liste des antibiotiques

choisis est présentée dans le tableau 07
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Tableau 07 : Liste des antibiotiques testés sur les entérobactéries
Charge Diametres critiques
Famille Antibiotique Sigle i
Du disque R 1 S(D)
Aminopénicillines Amoxicilline AMX 25 ug <19 >19
Carboxypénicillines Ticarcilline TC 75 ug <20 >23
Uréidopénicillines Pipéracilline PRL 100 pg <17 >20
o Carbapénemes Imipénéme IPM 10 pg <16 >22
£ Ticarcilline+Acideclav
£ Clavams . TTC 75-10 pg <20 >23
S ulanique
Q
_ﬁ Monobactames Aztréonam ATM 30 ug <21 >26
= C1G Céfalexine CcL 30 ug <14>14
C2G Céfoxitine CX 30 ug <15 >19
3G Céfotaxime CTX 30 ug <17 >20
Ceftazidime CAZ 30 ug <19 >22
] ] Amikacine AK 30 ug <13 >16
Aminoglycosides —
Gentamicine GEN 10 ug <14 >17
) Ofloxacine OF 5ug <22 >24
Fluoroqguinolones
Ciprofloxacine CIP 5 ug <24 >26
Triméthoprime-sulfamides Co-Trimoxazole COoT 1’25‘;23’75 <11 >14
C1G: céphalosporines premiére génération, C2G: céphalosporines deuxiéme génération,

C3G : céphalosporines troisieme génération.

c) Technique

» Préparation de la gélose :

La gélose utilisée est la gélose Mueller-Hinton (MH). Son épaisseur doit étre de 4 mm + 0,5

mm (approximativement 25 ml pour une boite de 90 mm de diamétre).

» Préparation de I'inoculum

- Préparer une suspension bactérienne (a partir d'une culture jeune de 18 heures), prélever au

moins 03 colonies et émulsionner dans 05 ml d’eau physiologique stérile (L’inoculum bactérien

doit idéalement étre employé dans les 15 min. qui suivent sa préparation).

- Bien homogénéiser la suspension bactérienne. Son opacité doit étre équivalente a une DO de

0,08 a2 0,1 lue a 625 nm soit 0,5 la valeur de Mac Farland. Cela correspond a une culture pure a
peine confluente de 10° & 108UFC/ml.
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» Ensemencement de la gélose
- Plonger un écouvillon en coton stérile dans la suspension bactérienne et ¢liminer I’exces de

liquide en tournant I’écouvillon sur les parois du tube.
- Ecouvillonner sur la totalité de la surface de la gélose dans trois directions.
- Déposer les disques.

» Dépot des disques imprégnés d’antibiotiques

Déposer les disques fermement, a l'aide d'une pince prealablement flambée, a la surface de la

gélose inoculée et sechée. Une distance minimale de 15 mm doit séparer un disque périphérique du
bord de la boite, et chaque disque doit étre éloigné au minimum de 30 mm des autres. Les disques
d’antibiotiques sont répartis sur trois boites de Pétri selon la figure 05. Le contact avec la surface
doit étre étroit. Les disques une fois déposés ne peuvent étre déplacés car la diffusion des

antibiotiques est tres rapide.

Boite 3

Figure 05 : Schéma explicatif de la disposition des disques d'antibiotiques.
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» Incubation des bofTtes de Pétri

Les incuber idéalement dans les 15 min. qui suivent le dép6t des disques, sans dépasser 30
min. Si elles sont abandonnées a température ambiante aprés depdt des disques, la pré-diffusion des
antibiotiques engendrera des zones d’inhibition faussement agrandies. Incuber les boites a 37°C
pendant 16 a 24 h (couvercle en haut).

» Mesure des zones d’inhibition et catégorisation clinique
La bordure de la zone d’inhibition doit étre lue a 1’eeil nu et au niveau de la compléte

inhibition de la culture ; la boite étant placée a 30 cm de I’ceil.

Mesurer les diameétres des zones d’inhibition au millimétre le plus proche avec une régle ou un pied

a coulisse.

Interpréter les diameétres des zones d’inhibition par référence aux tableaux ou figurent les
diametres critiques (Tableau 07): la comparaison des diamétres mesurés autour des disques
déposés et ceux recommandés permettra de détecter le phénotype sensible, intermédiaire, et

résistant :

e Sile diamétre de la zone d'inhibition est > D : la souche est dite sensible (S).
e Si le diamétre de la zone d'inhibition est < d : la souche est dite résistante (R).

e Sid < diametre de la zone d'inhibition < D : la souche est dite intermédiaire (I).
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Au total, 50 isolats de BGN ont été obtenus apres purification. Ces isolats ont montré différents
aspects culturaux sur les milieux utilisés.
1. Examen macroscopique

» Sur milieu Mac Conkey (figure 06), les colonies observées sont transparentes (a) ou roses,

parfois laiteuses (b), bombées(c) ou aplaties (d).

.

(a): Isolat 4 S6 (b): Isolat 9 S15

(c): Isolat 9 S16 (d): Isolat 5 S9

Figure 06: Aspects culturaux de quelques isolats sur milieu Mac Conkey (Personnelles).

a
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» Sur les milieux SS (a), DCLS (b) et Bismuth sulfite (c) utilisés pour isoler les salmonelles,
on observe des colonies de tailles variables, transparentes avec ou sans centre noir.
(figures 07).

(a) : Isolat sur SS (b) :Isolat sur DCLS

(c): Isolat sur bismuth sulfite.

Figure 07: Aspects macroscopiques de quelques isolats sur les milieux SS, DCLS et Bismuth
sulfite (Personnelles).

2. Examen microscopique

Apres coloration de Gram, I’observation microscopique des colonies repérées sur les
différents milieux, a montré des BGN généralement sous forme de coccobacilles isolés ou
regroupés en paires (Figure 08), parfois des bacilles courts isolés ou regroupés en paires ou en

chainettes.

s
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-

(a) : Isolat 1 S4 (b) : Isolat 9 S16

Figure 08: Aspect microscopique de quelques isolats aprés coloration de Gram (Personnelles).

3. Identification biochimique

En raison de problémes rencontrés au laboratoire, seulement 36 isolats, parmi 50 ont été

soumis a I’identification. Les résultats des différents tests réalisés sur I’API 20E sont présentés dans
le tableau 08.

Quelques exemples d'API 20E, correspondant aux différentes espéces, sont présentés dans les
figures 09.

29
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Tableau 08: Résultats des tests d’identification biochimique réalisée par I'API 20 E.

Jest o
E1S1 O T O I T T T i O T A T T A T P T . | Klebsiella pneumoniae
E1S2 O O I T T T P i O T A T A A T P T . | Klebsiella pneumoniae
E1S3 - - - - + - 1o I+ I+ - - R R IV R U A N O + Providencia alcalifaciens
E1S4 P T T e (P O A I A U IR U I I I P R + Klebsiella pneumoniae
E1SSL |+ |- [+ |+ |+ |- |- |- |- |- |- |+ [+ |+ [+ |+ [+ [+ |+ |+ |+ Serratia fonticola
E2SS2 |+ |- |- |- |+ [+ |- |- |- |- |- |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |- |+ + Citrobacter freundii
E3S5 R e T I e (U I AR I R I O O T T e e + Escherichia coli 1
E3SS3 |+ |- |+ [- |+ |- [+ |- |- |- |- |+ |+ [+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ | + Klebsiella pneumoniae
E4S6 + |+ |- . . . ) . . } } + | ) ) ) ) + | + i _ | Pseudomonas luteola
E4S7 - - - - + |- |- |- N N O Y ) T N i _ | Acinetobacter baumanii
E4S8 - - - - + |- |- |- N N O Y R T N i _ | Acinetobacter baumanii
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Tableau 08 (suite).

Test

Isolat m W m m m cH,N _WL m m W m w M nmu m m W m M m W = Espéce
E4ass4 | + | + | - |+ |+ | - | - -1+l +]| -]+ +/+|+|+1+1+1+]|+1]-1+ Enterbacter sakazakii
E5sse | o+ | 4+ | 4| - | oLl ool ol e el o oo o+ |+ |+ | . |Escherichiacolil
E6S10 | + | - - -+ | - - . . N PR R ) ) ) A P T R _ | Pseudomonas luteola
E6S11 - - - -+ | - - - . N T B ) _ ) I T R i _ | Acinetobacter baumanii
E7S12 | + | - | + |+ | - | - | = | - |+ | -] |+ |+ -+ +|+|+|-1+]+/|- Escherichia coli 1
E7S13 | + | - |+ |+ | - | - | - | -l -+ -+ e+ +]+]|+ |- |Kluyeraspp
E7SS8 | + | + | + |+ | + | + |+ |+ |+ -+ 1+ +| -1+ |+ +!|+/!+|+1]+/1- Serratiaodorifera 1
ESS14 | + | - | + | + | - | - | - | -] -1 -0 -0+l +| -0 -1-1-1-0-0+1!+]- Hafniaalvei 2
E9S15 | + | - | + | - | + | - |+ | -+ - -1+ +|+/+/+/+|+/+|+]+/1- Klebsiella oxytoca
E9S16 | + | - | + | - |+ | -+ | - |+ -] -1+ | +/+/+]|+|+/+/|+]+]+/- Klebsiella oxytoca
EOSS10 | - | + | + | + | - | + | - RN U AR R U P R R T T I U I B Salmonella spp
10517 | - | - | - | - | -1 -l ool oo o el oo+ o+ _ | Acinetobacter baumanii
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Tableau 08 (Suite).

Test
E11SS11 -l - - v |+ |+ |+ |+ |+ |+ - - -] -1-|-1-1=-1-1%]/ - |Proteusmirabilis
E11SS12 -l - -+ + |+ |+ |+ |+ -]+ |+ -|-|-]1-1+]-1-1-1%+1] - |Proteusvulgaris
E12522 + - |+ | -+ ] - - -+ - - |+ |+ |-+ -|+]|+ |- |+ |+ | - |Escherichiacolil
E12SS14 - -+ - - - -] -] -] - |+ |+ | - |Salmonellapullorum
E12SS15 -+ H |+ |- -+ |+ |+ - - +]-]+]|- |+ |+ ]| - |Salmonellaspp
E13524 + - |+ |+ | - - - -+ - - |+ |+ |-+ +]| -]+ |- |+ |+ | - |Escherichiacolil
E13SS16 | + | - | + | + | + | + | + | + | - - |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ | - |Serratiamar cescens
E13SS19 | + | - | + | + | + | + | + | - - | -]+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ ]|+ |+ |+ |+ | - |Serratiamar cescens
E14S25 + |+ |+ |+ - - - -+ - - |+ |+ |- |+ ]|+ |+ ]|+ | - |+ |+ | - |Escherichiacolil
E14SS20 SR I N T A O B S N - |+ |+ |+ |+ |+ |+ ]| -]+ -]+ ]|+ ]| - |Salmonellaspp
E14SS22 SO s O T S A N T S - - - - |+ |+ |+ |+ ]+ | -]+ ] - |+ ]|+ | - |Salmonellaspp
E15S26 + |+ |+ |+ |+ - - -]+ |-+ |+]-]+]-|-|+]+]+ ]|+ ]| - |Kluyveraspp
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La souche E1 S1 (Klebsiella pneumoniae)
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La souche E1 S3 (Providencia alcalifaciens)
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La souche E1 SS1 (Serratia fonticola)
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La souche E2 SS2 (Citrobacter freundii)

Figure 09: Identification par I’API 20E des espéces d’entérobactéries isolées
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La souche E7 S13 (Kluyvera spp)

La souche E7SS8 (Serratia odorifera 1)

Suite de la figure 09.

E
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La souche E11 SS11 (Proteus mirabilis).

Suite de la figure 09.

E
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La soucheE13 SS16 (Serratia marcescens).

Suite de la figure 09.
4. Répartition des souches selon les especes
Les résultats de 1’identification biochimique ont permis de repartir les souches identifiées en

fonction des especes selon le tableau 09. L’illustration de cette répartition est présentée dans la
figure 10.

E
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Tableau 09: Effectif et pourcentage des souches selon les espéces.

Espéces Effectif des | Pourcentage
souches %
Escherichia coli 1 6 20,00
Klebsiella pneumoniae 4 13,33
Salmonella spp 4 13,33
Serratia marcescens 3 10,00
Klebsiella oxytoca 2 6,67
Kluyvera spp 2 6,67
Providencia alcalifaciens 1 3,33
Serratia fonticola 1 3,33
Serratia odorifera 1 1 3,33
Citrobacter freundii 1 3,33
Enterbacter sakazakii 1 3,33
Proteus vulgaris 1 3,33
Hafnia alvei 2 1 3,33
Proteus mirabilis 1 3,33
Salmonella pullorum 1 3,33
Total 30 100

L’analyse des especes identifiées par rapport a I’ensemble des souches d’entérobactéries

isolées de viande hachée a montré une prédominance d’E. coli avec 20%, suivie de Klebsiella

pneumoniae et Salmonella spp (13,33% pour chacune). Serratia marcescens occupe la troisieme

position avec une fréquence de 10 %

suivie de Kluyvera spp et Klebsiella oxytoca avec des

pourcentages égaux (6,67%), tandis que les autres espéces: Hafnia alvei 2, Proteus mirabilis,

Proteus vulgaris, Citrobacter freundii, Serratia fonticola, Providencia alcalifaciens, Salmonella

pullorum, Serratia odoriferalet Enterbacter sakazakii ont présenté les pourcentages les plus faibles

(3,33%).
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Salmonella pullorum
Proteus mirabilis
Hafnia alvei 2
Proteus vulgaris
Enterbacter sakazakii
Citrobacter freundii
Serratia odorifera 1
Serratia fonticola

Providencia alcalifaciens

Kluyvera spp

Klebsiella oxytoca

Serratia marcescens

Salmonella spp

Klebsiella pneumoniae

Escherichia coli 1

Figure 10: Répartition des souches en fonction des espéces.

Dans notre étude, le taux des E.coli a été de 20%. Il est inférieur a celui rapporté (54%) par
Banpawa [54], dans une étude similaire a Dharan. E. colia souvent été associée a des toxi-
infections alimentaires allant de la simple gastroentérite jusqu’au syndrome hémolytique urémique.
Elle fait partie des coliformes fécaux dont la présence dans la viande peut prendre origine dans les
abattoirs. En effet, la contamination des carcasses semble inévitable lors des opérations d’abattage,
notamment lors de 1’éviscération, par les mains des ouvriers, le matériel et 1’eau utilisée. Un
manque de précaution a ce niveau entraine sans doute des contaminations directes ou croisées.
Ainsi, la contamination peut avoir lieu dans les boucheries ou lors du transport des carcasses en

particulier s’il y a une rupture de la chaine de froid [55].

En ce qui concerne Salmonella spp, le taux trouvé dans notre étude est de 13,33%, alors que

le pourcentage rapporté dans la viande hachée bovine commercialisée a Dharan était de 34% [54].
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La présence de Salmonella dans la viande hachée pourrait s’expliquer par la contamination de
la viande a partir des viscéres, de la peau et du cuir des animaux, par le matériel ou d’éventuels

manipulateurs porteurs sains [55].

Par ailleurs, d’autres espéces : Klebsiella oxytoca, Serratia odorifera et Proteus vulgaris ont
présentés dans le présent travail des taux supérieurs a ceux rapportés dans une étude similaire

portant sur la viande rouge dans laquelle le taux est de 2,5% pour chacune des trois espéces [56].

D’aprés nos résultats, on remarque la présence de quelques entérobactéries pathogénes :

Salmonella et E. coli. Ceci pourrait étre explique par le manque de respect des régles d’hygiéne.
La contamination de viande hachée par les especes d’entérobactéries trouvées dans notre travail
pourrait avoir diverses origines, aux trois stades critiques suivants :

e La contamination liée a 1’animal vivant.

e La contamination au cours de 1’abattage, notamment au stade de 1’éviscération.

o Celle inhérente aux différentes étapes de transformation (découpe, hachage, etc.)

Pour ce dernier point, plusieurs source de contamination indirect peuvent étre impliqués : les
opérateurs (outils et mains), les équipements, et plus globalement I’environnement des abattoirs et

ateliers de travail (surface, air, sol, eau, etc.) [57].

5. Résistance aux antibiotiques

5.1. Résultats de I’antibiogramme

Les résultats de 1’antibiogramme des 30 souches d’entérobactéries sont présentés dans

le tableau 10.
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Tableau 10: Résultats du test de la sensibilité aux antibiotiques

Espéces

ATB
Code

AML

TC

PRL

CL

IPM

TTC

ATM

CX

CAZ

CTX

AK

GEN

CIP

OF

COoT

Klebsiellapneumoniae

E1S1

E1S2

E1S4

E3SS3

n| A

Klebsiellaoxytoca

E9S15

E9S16

Escherichia coli 1

E3S5

E5SS6

Al OO O O O O OO O

w O X

E7S12

nw nl v A n v nul vl nm

E12522

A O O O O O O O 0w »
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Tableau 10 (Suite).

ATB 3
Espéces o~ |2 |2 |Z |3 |[E B 5 |5 |8 B |8 |5 s |8

Salmonella pullorum E12SS14 R S S R S S S S R S S S S I R
Serratiafonticola E1SS1 S S S S S S S R R R R S R R R
Serratiaodorifera 1 E7SS8 S S S S S S S S I S S S S S R
E13SS16 R R S S S S S I R S S S R R R

Serratiamarcescens E13SS19 R S S R S S S R R S S S R R R
E15SS23 R S S S S S S S R S S S S S S

Kluyveraspp E7S13 R R R R S | | S R R S S R R S
E15S26 R R R R S I R S R R S S R R R

Citrobacterfreundii E2SS2 S S S R S S S R R S S S R R R
Hafniaalvei 2 E8S14 R I R R S S S S R R S S S S S
Providenciaalcalifaciens E1S3 R R S S S S S S I S S S R R S
Enterobactersakazakii E4SS4 R S S R S S S R R S S S S S S
Proteusvulgarivs E11SS12 S S S S S S S S I S S S S I R
Proteus mirabilis E11SS11 S S S S S I S S R S S S R R R
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Les trois souches Klebsiella pneumoniae E1 S1, E1 S2 et E1 S4 isolées du méme échantillon
ont présenté un profil commun, sauf que la souche E1 S4 est en plus résistante aux antibiotiques:
ATM et fluroquinolones (OF et CIP).

Les souches de Klebsiella oxytoca sont résistantes aux fluoroquinolones et ont présenté des
profils tres proches de ceux de K. pneumoniae. La souche E9 S16 a montré un profil particulier,

caractérise par des résistances supplémentaires aux antibiotiques : ATM, CX et GEN.

Quant aux souches d’Escherichia coli, elles étaient toutes résistantes a cing antibiotiques qui
sont: AML, TC, PRL, CL et CAZ. Les souches E3 S5, E12 S22 et E14 S25 ont partagé le méme
profil de résistance, elles ont montré, en plus des résistances communes, une résistance aux

antibiotiques suivants : ATM, C3G, fluoroquinolones et COT.

Concernant Salmonella spp, les souches E9 SS10 et E14 SS22 sont parmi les souches
sensibles dans notre collection, elles étaient toutes deux résistantes a CAZ, néanmoins E14 SS22 a
été en plus résistante a OF. Alors que les deux souches E12 SS15 et E14 SS20 ont exprimé une
résistance aux antibiotiques : AML, CL, ATM, CAZ, OF, COT, la seule différence est que la
souche E14 SS20 a en plus été résistante a CIP.

Parmi les ATB de la famille des B-lactamines, la souche unique de Salmonella pullorum a
exprimé une résistance juste aux 3 ATB (AML, CL et CAZ). De plus, elle était résistante au COT et

intermédiaire a OF.

La souche E1SS1 correspondant a 1’espéce Serratia fonticola a montré une résistance a 7
ATB : CX, CAZ, CTX, AK, CIP, OF et COT. Tandis que celle correspondant a 1’espéce Serratia
odorifera a été sensible dans 1’ensemble quoi qu’elle a montré une seule résistance au COT et un

phénotype intermédiaire a CAZ. Le méme profil a été noté pour la souche de Proteus vulgaris.

Les deux souches de Serratia marcescens E13 SS16 et E13 SS19 ont partagé la résistance aux
ATB: AML, CAZ, CIP, OF et COT, mais la souche E13 SS19 a en plus exprimé, une résistance a
CL et CX; tandis que la souche E15 SS23 a été sensible a tous les ATB testés sauf AML et CAZ.

Quant aux deux souches de Kluyvera spp, elles ont présenté des profils tres proches, elles
étaient résistantes aux ATB : AML, TC, PRL, CL, CAZ, CTX, CAZ, CIP et OF. En plus de ces

résistances, la souche E15 S26 a exprimé une résistance a ATM et COT.

La seule souche de Citrobacter freundii a présenté une résistance a six ATB (CL, CX, CAZ,
CIP, OF et COT) parmi 15 ATB testés.

-
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L’espéce Hafina alvei est représentée dans notre travail par la souche E8 S14 qui a résisté a
seulement cinq ATB appartenant a la famille des -lactamines, il s’agit des ATB : AML, PRL, CL,
CAZ et CTX.

De méme, la souche E4 SS4 représentative de 1’espéce Enterbacter sakazakiia été résistante a
un nombre réduit des ATB (4 ATB : AML, TC, CIP et OF) appartenant aussi aux -lactamines.
D’une autre part, les souches correspondant aux espéces Providencia alcalifaciens et Proteus
mirabilis ont également été résistantes a 4 ATB, mais appartenant a différentes familles d’ATB y

compris les B-lactamines

5.2. Taux des souches résistantes, intermédiaires et sensibles

Les résultats de 1’antibiogramme nous ont permis de déterminer les taux de résistance vis-a-

vis des ATB testés (Tableau 11 et figure 11).

Tableau 11 : Effectifs des souches résistantes.

Nombre des souches (%0)
Antibiotique Sigle Résistante Intermédiaire Sensible

(R) (1) (S)
Amoxicilline AML 23 0 7
Ticarcilline TC 16 1 13
Pipéracilline PRL 14 1 15
Céfalexine CL 20 0 10
Imipénéme IPM 0 30
Ticarcilline+Acideclavulanique | TTC 6 22
Aztréonam ATM 5 16
Céfoxitine CX 4 20
Ceftazidime CAZ 27 3 0
Céfotaxime CTX 14 2 14
Amikacine AK 0 29
Gentamicine GN 0 28
Ciprofloxacine CIP 16 1 13
Ofloxacine OF 20 3
Co-Trimoxazole COoT 22 0

D’aprés le tableaull, on observe que la collection des souches a présenté des taux de
résistance généralement importants, a la plupart des ATB testes. Les taux les plus élevés (plus de
50%) ont été marqués vis-a-vis des antibiotiques suivants : CAZ (90%), AML (76,67%), COT
(73,33%), CL et OF (66,67%) et enfin CIP et TC (53 ,33%). Alors que les taux de résistance les
plus faibles ont été notés a I’égard des ATB: TTC et GEN (6,67%) et AK (3,33%). De point de vue
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efficacité, I’imipéneme a ¢été I’antibiotique ayant montré une efficacit¢ a 100% sur les souches

isolées dans notre étude.

100% -

90% -

80% -

70% -

60% -

50% -

40% -

30% -

20% -

10% -

0% T T T T T T T T T T 1 1 1 1 1
AML TC PRL CL IPM TTC ATM CX CAZ CTX AK GN CIP OF COT

i Sensible (S)

M Intermédiaire ()

M Résistante (R)

Figure 11 : Histogramme représentatif de la résistance aux antibiotiques des souches isolées.

La figure ci-dessus montre clairement qu’il y a des taux élevés de résistance a 1’égard de
certains antibiotiques: AML, CL, CAZ et COT et les fluoroquinolones. Ceci pourrait étre di a
I’utilisation abusive et non contrélée de ces antibiotiques en filiére bovine. A titre indicatif, la liste

des ATB pouvant étre utilisés comme médicaments vétérinaires est donnée dans I’annexe E.

Cette utilisation abusive et anarchique des ATB pourrait étre justifiée par les multiples

objectifs d’usage. Dans ce contexte, les antibiotiques destinés aux animaux producteurs des denrées

E
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alimentaires (bovins, ovine, porcins et volailles) et les animaux de compagnie, peuvent étre utilisés

de quatre facons différentes, avec des objectifs variables :

> Les antibiotiques sont tout d’abord utilisés a titre thérapeutique curatif dont 1’objectif
majeur est d’obtenir la guérison des animaux cliniquement malades et d’éviter la mortalité.
Le traitement a aussi pour effet de réduire la souffrance et de restaurer la production (lait,
viande).

» Lorsqu’une infection collective et trés contagicuse se déclare dans un élevage avec de
grands effectifs et évolue sur un mode aigu, avec suffisamment d’éléments concordants pour
incriminer une (des) bactérie (s), I’ensemble du groupe d’animaux est traité. Les sujets qui
sont exposés mais ne présentent pas encore de signes cliniques (sains ou en incubation) font
donc I’objet d’un traitement en méme temps que ceux qui sont déja malades. Cette pratique
est qualifiée de métaphylaxie.

> Les antibiotiques peuvent, parfois, étre administrés sur des animaux soumis a une pression
de contamination réguliere et bien connue. Dans ces conditions, on parle
d’antibioprévention.

» L’usage des antibiotiques dans I’alimentation des animaux a titre d’additifs, en vue
d’améliorer la croissance, en modifiant la composition de microbiote intestinale entrainant

ainsi une meilleure assimilation des aliments par les animaux.[58]
5.3. Profils de résistance

A partir des résultats de I’antibiogramme précédemment présentés dans le tableau 10, on a
établi les profils de résistance des différentes souches et on les a organisés selon le type et le
nombre des ATB auxquels les résistances sont exprimées. Ainsi, on a compté 23 profils hétérogenes

de résistance aux ATB, qui sont détaillés dans le tableau 12.
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Tableau 12: Profils de résistance des souches isolées.

Ero(:illj Souche ATBs x?l'rBe
01 |E9S16 AML, TC, PRL, CL, ATM, CX, CAZ, CTX,GEN, CIP, OF B0 | 12
02 |E13S24 | AML, TC, PRL, CL, TTC, ATM, CX, CAZ, CTX,GEN, COT 11

E154
E3S5
03 |E12S22 | AML, TC, PRL, CL, ATM, CAZ, CTX, CIP, OF, B&# 10
E14S25
E15526
04 |E9S15 AML, TC, PRL, CL, CAZ, CTX, CIP, OF, EOT 09
05 |E5SS6 AML, TC, PRL, CL ,TTC ,CAZ ,OF COF 08
o5 | E7S12 AML, TC, PRL, CL, CAZ, CTX, CIP, OF
E7S13
E1S1 AML, TC, PRL, CL, CAZ, CTX, COT
07
E1S2
08 |E1SS1 CX, CAZ, CTX, AK, CIP, OF, EOT 07
09 |E14SS20 | AML, CL, ATM, CAZ, CIP, OF, GO
10 |E13SS19 | AML, CL, CX, CAZ, CIP, OF, BOT
11 | E2SS2 CL, CX, CAZCCIP, OF, GOT
12 | E12SS15 | AML,CL, ATM, CAZ, OF, GO 06
13 | E13SS16 | AML, TC, CAZ, CIP, OF, GO
14 |[E3SS3 | AML, TC, CAZ, OF, BOT 05
15 | E8S14 AML, PRL, CL, CAZ, CTX,
16 | E1S3 AML, TC, CIP, OF
17 | E4SS4 AML, CL, CX, CAZ 04
18 | E11SS11 | CAZCIP, OF, BOT
19 [E12SS14 | AML, CL, CAZ, COT
20 |E14SS22 | CAZ OF 02
21 | E15SS23 | AML, CAZ,
E7SS8
22 I'E118512 cot 01
23 |E9SS10 |CAZ

NbreATB : nombre des antibiotiques
O Famille des B-lactamines, O Famille des Fluoroquinolones,E Famille des Aminoglycosides,
B Famille des Triméthoprime-sulfamides.

L’analyse des différents profils nous a permis de faire les constatations suivantes:

v" Une résistance aux f-lactamines a été observée dans tous les profils a I’exception d’un seul

profil correspondant a une résistance au Co-Trimoxazole seulement (profil 22).
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v Les deux profils 1 et 8 sont lesseuls qui ont exprimé une résistance a toutes les 4 familles
d’ATB testées (B-Lactamines, Aminoglycosides, Fluoroquinolones, Triméthoprime-
sulfamides).

v" La plupart des profils (12 parmi 23 profils) a montré une résistance a trois familles qui sont
généralement les B-lactamines, les fluoroquinolones et les Triméthoprime-sulfamides, sauf
le profil 2 qui a montré une association différente (B-lactamines, Aminoglycosides et

Triméthoprime-sulfamides).

5.4. Souches multirésistantes

Une bactérie multi-résistante (BMR) peut étre definie comme toute bactérie non sensible a au
moins un agent antimicrobien parmi au moins 3 catégories a tester pour le germe [59].
Au cours de notre étude, nous avons utilisé 4 familles d’antibiotiques, auxquelles, 1’expression de
résistance nous a permis de considérer 18 souches parmi 30 comme BMR, ce qui correspond a 60%
des souches étudiées. Les pourcentages des souches BMR selon 1’espéce sont donnés dans le

tableau 13.

Tableau 13: Répartition des souches multirésistantes selon I’espéce.

Espéces Nombre des souches | (%)
Escherichiacoli 1 6 BENE
Klebsiellapneumoniae 2 11,11
Klebsiellaoxytoca 2 11,11
Salmonella spp 2 11,11
Serratia marcescens 2 11,11
Serratia fonticola 1 5,55
Citrobacter freundii 1 5,55
Kluyvera spp 1 5,55
Proteus mirabilis 1 5,55

La figure 12, représente les photos de 1’antibiogramme de la souche E13 SS19 multirésistante
a7ATB.
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Figure 12: Antibiogramme de la souche E13 SS19

D’aprés le tableau 13, on remarque que I’espéce E .coli a occupé la premiére place avec un
pourcentage de 33,33 % des souches multi résistantes. Par ailleurs, il faut signaler que toutes les
souches d’E.coli dans notre étude ont été multirésistantes. Elles ont été isolées a partir de 6 sur 15
échantillons de viande hachée, soit 40%. Ce taux de contamination est supérieur a celui rapporté
dans une étude [60], portant sur des entérobactéries multirésistantes, précisément, productrices des
béta-lactamases a spectre étendu, dont seulement 20% des échantillons ont donné des souches

multirésistantes incluant seulement des E.coli.

E
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Les résultats obtenus dans notre travail, montrent clairement que la viande hachée héberge des
BMR a un taux relativement ¢élevé. Ceci pourrait étre dd, d’une part, a la capacité des
entérobactéries a acquérir les résistances aux ATB. Cette acquisition peut étre la conséquence d’un
transfert horizontal des genes de résistance aux antibiotiques généralement localisés sur le
chromosome. Le transfert de ces génes sera rendu plus efficace aprés leur intégration sur des
éléments mobiles tels que plasmides, transposons, intégrons ou encore sur des phages. Les
mécanismes de transfert correspondent a des mécanismes bien connus: transformation (a partir

d’ADN nu), conjugaison (a partir de plasmides) ou transduction (a partir de phage).

D’une autre part, 1’utilisation massive des ATB rend les bactéries résistantes ; ces dernieres

peuvent alors diffuser trés rapidement dans une population [58].
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Conclusion

L’utilisation des antibiotiques considérablement augmenté au cours des derni¢res années.
Cette augmentation est associée a des taux de plus en plus élevé de résistance exprimée en
particulier par les entérobactéries. La présente étude s’est intéressée a 1’évaluation de la résistance
aux d’antibiotiques des souches d’entérobactéries isolées de viande hachée commercialisée a

Tébessa, et a la détermination de leurs profils de résistance.

Durant la période d’étude on a pu isoler et identifier 30 souches d’entérobactéries a partir de
15 échantillons. Ces souches appartiennent a différentes especes qui sont principalement : E. coli
qui occupe la premiere place, suivie de Klebsiella pneumoniae et Salmonella puis Serratia

marcescens dans la troisieme place; les autres espéces ont présenté des pourcentages tres faibles.

Les résultats du test de sensibilité aux antibiotiques ont montré des taux de résistance trés
élevés aux trois antibiotiques, ceftazidime, amoxicilline et co-Trimoxazole. Par contre, ils ont
montré un taux moindre aux quatre autres antibiotiques, céfalexine, ofloxacine, ciprofloxacine et
ticarcilline. Néanmoins, d’autres antibiotiques ont conservé leurs efficacités, il s’agit de
I’imipénéme dont toutes les souches ont été sensibles a cet antibiotique, de 1’amikacine, la

gentamicine et la ticarcilline + acide clavulanique.

D’aprés nos résultats plus de la moitie des souches ont été multirésistantes, dont les
associations les plus marquées correspondent aux trois familles : - lactamines, Fluoroquinolones et

Triméthoprime-sulfamides. Ceci constitue véritable menace de la santé publique majeure.

Les taux élevés de résistance notés dans cette étude reflétent l'usage intensif des antibiotiques

dans les élevages et dans la médecine humaine et vétérinaire.

Dans le cadre de mesures destinées a limiter 1’émergence de la résistance des entérobactéries

aux antibiotiques, il convient alors de procéder a:

» un dépistage précoce des infections a ces germes; par la bonne pratique des conditions
d'hygiene au niveau des élevages et des abattoirs;

» un bon usage des antibiotiques notamment ceux appartenant aux familles - lactamines,
Triméthoprime-sulfamides et Fluorogquinolones;

» une utilisation a courte durée et les associer avec d’autres familles d’antibiotiques pour

diminuer le développement des mécanismes des résistances chez les bactéries.

"
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ANNEXE A : Composition des milieux de culture utilises

e Gélose nutritive

o

.'I/ Peptone pepsique de viande............cccocvevverereeeeenene. 5¢ \\\
i Extrait de viande............ccoooeeiiiiieieiieieeeee, 19 i
1 1
E EXtrait de leVUre .........cooveveveriiceeeeeeeeeeee e 29 E
1 1
i Chlorure de sodium .........ccocceevveiiiierieeeeeee, 59 i
i AGAE <o 15g i
1 1
| ERU dISHIIER o 1000m i

-
~

N e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e =

e Gélose Mac Conkey

P e e e

/ Peptone de Caséine ...........ccoeveerriricrniinnennen. 179 \‘
! 1
]

i Peptone de Viande ..., 39 E
! 1
E SelSDIlIAreS .......cooveveveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee, 1,59 :
! :
! 1
1 Cristal violet .......c.oooviiiiieee 0, 0075 !
! 1
! 1
R I 10g !
! :
! 1
E ROUQE NEULIE ...ocvieieeeeeee e 0,039 !
o 5 i
| :
AN s 129 \
\ I,
\ /7
. Baudistillée...........ooo 1000ml !

N e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e =T
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e Gélose Mueller-Hinton

o e e e e e e e e e e e e

/ /Viande deboeuf ....ccoeiiiii, 300.0g/1
i Hydrolysat de caséines...........ccccceevevveeveenennens 17,5¢/1
i AMIAON ..o 1,59/l

i GRIOSE. ...t 17.0g /1
L QU ISR oo 1000m!

_______________________________________

- -~

/,l;eptone ................................................... 509

EI Extrait de viande...........ccccccceciieiciiieiceeeeeenennn...0,0 9
I

i Lactose........oovviiiiiiiiiiiieecee e 10,0 0
i Citrate de sodium...............ccccceeviieeieeneen........ 10,0 @
E Citratede fer IIL...........cooiiie 10g
I

i SIS DIHAITES. ..o 8549
i Rougeneutre.........ccoiviiiiiiiiiiiiii e, 25mg
I

i Thiosulfate de sodium.............ooviieiiin .. 8,549
i Vertbrillant.................cooviiiiiieeieeee ... 3,3MQ
I

E Agar-agar.............cooeviiiiiiiiiieeeeeeieeee e . 12,0 @
I

‘\\ EaU diStillEe ......ooveveeeveeeceeceeecece e 1000ml

N e e e e e e e e e e e e e e e e e
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e Geélose Désoxycholate Citrate Lactose Sucrose (DCLS)

_____________________________________
=~

// Peptone ... 1,00 \\\\
E, Extrait de viande...........cccoovevieeieoiieiieieeeeeeee e 300 |E
i LaCtOSE .....ooviiiic e, 509 i
| |
i Citrate de SOdiUM ........ccoeieiiieiicieeeceeece e 105¢ i
i Désoxycholate de sodium ............ccecvevvevieviiiieereenene. 2549 i
i ROUQE NEULET.......eeeeieeiieeeeieeeee e 0,039 E

|
i Thiosulfate de sodium..........c.ccceeveeieiiiieieeee, 509 i
i AGAI-80a5......cciieiieiieeieeiee e ere e 12,049 i
' I
‘\\ Eau diStillée.......oovevveverceeeeececeee e 1000ml /,"

N e e e e e e e e e e e e = e e e e e e e e e e e = e =

e Bouillon SFB

o e e e e e e e = e e e e e e e e e e e e e e e

:I, Enzymatic Digestif of Casein ........................... 2.5¢ \\“I
E EnzymaticDigestif of Animale Tissue................. 2.5¢ E
|
E LACLOSE ...veeeie e et 4g i
i Soduim Phosphate ...............coooiiiiii 10g i
i Soduim Selenite ..............cooeiiiiiiiii 49 E
_ EAU ISR, .o w000mi
e Tryptone- sel
:/:I'ryptone (peptone de cas€ine)................cceenenn. 1,09 \\:
i Chlorure de sOdium ........oovveeieiiii .. 8,59 i
i Eaudistillée............cooviiiiiiii, 1000ml E
\ !

e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
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ANNEXE B : Coloration de Gram

Principe : La coloration permet de distinguer les bactéries GRAM+ des GRAM- gréce a leurs
différences de nature de paroi

ETAPES MODE TEMPS PRINCIPE
OPERATOIRE
COLORATION Recouvrir la lame de 1 minute Le colorant violet pénétre dans
PRIMAIRE violet de gentiane les cellules bactériennes
- Rincer a I’eau distillée
MORDANCAGE - Recouvrir de Lugol 1 minute Il se forme un complexe
- Rincer a I’eau distillée chimique entre le violet et le
et I’égoutter Lugol qui fixe le violet et
colore le cytoplasme
de toutes les bactéries en violet
DECOLORATION | -Tenir la lame inclinée | 1 minute L'alcool dissout le violet de
et faire couler gentiane, si la paroi bactérienne
pendant quelques est perméable a l'alcool (les
secondes de l'alcool a lipides sont dissous par
95° jusqu'a écoulement I’alcool), celui-ci pénétre dans
incolore. les bactéries et décolore leur
- Rincer immédiatement cytoplasme : les bactéries
al’eau deviennent incolores.
distillée et égoutter Si les bactéries ont une paroi
imperméable a I'alcool (épaisse
et sans lipides), elles restent
colorées en violet et elles sont
dites GRAM + ou positif
COLORATION - Recouvrir lalame de | 1 minute La fuschine recolore en rose les
SECONDAIRE fuschine bactéries précédemment
- Rincer a I’eau distillée décolorées : les bactéries
Gram & négatif.
SECHAGE - Egoutter entre 2

morceaux de papier-
filtre
et laisser sécher
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ANNEXE C : Réactifs utilisés

Réactif de Kovacs :
- P-diméthylaminobenzaidehyde7 g
- Alcool amylique 75 ml

- Acide chlorhydrique concentré20 ml

Réactifs de Voges-Proskauer (VP) :
VP I:
- Hydroxyde de potassium40 g
- Eau 100 ml
VP II:
- oo naphtol6 g

- Ethanol 100 ml

Réactif de la recherche du tryptophane désaminase (TDA) :
- Perchlorure de fer 3,4 g

- Eau distillée stérile100 ml

Réactifs pour la recherche du nitrate réductase (NR) :
Reéactif 01 :

- Acide sulfamilique0,8 g

- Acide acétique 5N 100 ml

Réactif 02 :

- Naphtylamine0,5 g

- Acide acétique 5N100 m
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ANNEXE D: Tableau de la lecture de la galerie miniaturisée APl 20%

Tests Substrat Caractere recherché Résultats

Négatif
ONPG Ortho-nitro-phenyl- Beta- galactosidase Incolore ONPG

Galactosidase

ADH L-arginine Arginine dihydrolase Jaune ADH
LDC L-lysine Lysine décarboxylase Jaune LDC
oDC L-ornithine Ornithine décarboxylase Jaune obDC
CIT Citrate de sodium Utilisation du citrate Vert péle/jaune CIT
H2S Thiosulfate de sodium Production d’H2S Incolore/grisatre H2S
URE Urée Uréase Jaune URE
TDA L-tryptophane Tryptophane désaminase TDA / immédiat

Jaune
IND L-tryptophane Production d’indole James/ immédiat

Incolore/ vert pale-

jaune
VP Pyruvate de sodium Production d’acétoine VP 1+ VP 2/10mn

Incolore
GEL Gélatine de kohn Gélatinase Non diffusion GEL
GLU D-glucose Fermentation/oxydation Bleu/bleu-vert GLU
MAN D-mannitol Fermentation/oxydation Bleu/bleu-vert MAN
INO Inositol Fermentation/oxydation Bleu/bleu-vert INO
SOR D-sorbitol Fermentation/oxydation Bleu/bleu-vert SOR
RHA L-rhamnose Fermentation/oxydation Bleu/bleu-vert RHA
SAC D-saccharose Fermentation/oxydation Bleu/bleu-vert SAC
MEL D-melibiose Fermentation/oxydation Bleu/bleu-vert MEL
AMY Amygdaline Fermentation/oxydation Bleu/bleu-vert AMY
ARA L-arabinose Fermentation/oxydation Bleu/bleu-vert ARA
Nitrate Potassium nitrate Production de NO, NIT1+ NIT2/2-3 mn
réductase Jaune
Tube - - -

Réduction au stade N, Zinc /5mn

GLU

Rouge/orangé
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ANNEXE E : Classification des principaux antibiotiques a usage vétérinaire

Principales familles
d’antibiotiques a
usage vétérinaire

Sous-familles
d’antibiotiques

Modes d’action

Exemples de
principes actifs a
usage vétérinaire

Béta-lactamines

Pénicillines
Céphalosporines

Inhibition de la synthése de la paroi
cellulaire, en particulier de la
synthése du peptidoglycane, ce qui
modifie la rigidité de la structure et
la forme de la bactérie. L'enveloppe
externe est alors fortement
fragilisée. La bactérie devient tres
sensible aux stress extérieurs
(pression osmotique, température,
stress mécanique) provoquant la
lyse cellulaire.

Pénicillines G, M et
A Céphalosporines
(1re, 2e, 3e, 4e
générations®)

Polymyxines Perturbation de la structure de la Colistine
membrane plasmique, en s’insérant | Polymyxine B
parmi les phospholipides externes,
ce qui désorganise son intégrité. La
perméabilité n’est alors plus
assurée. Des métabolites et ions
fuient en dehors de la cellule,
provoquant la mort de la bactérie.

Aminosides Inhibition de la synthése protéique | Gentamicine
en agissant sur les ribosomes et Apramycine
donc en bloquant leur action de

Macrolides & Macrolides syntl:ése des protéines. Cela Erythromycine

apparentés LincosamidesPleur empéche la formation de nouvelles Spiramycine

omutilines protéines, donc la multiplication Clindamycine
des. bac.téries voire, pour les Tiamuline

Cyclines amlnosu.ies, engendre leur Chlortétracyclines
destruction en provoquant la .

N .. Doxycycline
synthése de protéines aberrantes

Phénicolés FlorfénicolThiamp

hénicol

Quinolones Quinolones Perturbation de la structure de FuméquineEnroflo

Fluoroquinolones I’ADN, en se fixant sur des enzymes | xacineMarbofloxac
majeures de régulation : la ine
topoisomérase et ’ADN gyrase.
Sulfamides Inhibition compétitive de la Sulfadiazine

synthése des bases de I’ADN. Les
sulfamides sont des analogues
structurels de I'acide folique,
intermédiaire de leur synthése. Ce
blocage conduit a un arrét de
croissance bactérienne.

SulfadiméthoxineS
ulfaméthoxazole +
Triméthoprime




