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Abstract

Extended- spectrum [ -lactamase (ESBL)-producing enterobacteriaceae, now pose a
major public health problem, in the worldwide, because of the difficulty of treatment of

infections due to these multiresistant bacteria.

The objective of this work is to evaluate the frequency of red meat contamination

marketed in the Tebessa region by ESBL-producing enterobacteriaceae.

The isolation, identification, antibiotic susceptibility testing was performed according to
standard methods, and the search for ESBL was performed according to the synergy test and
double disk test. The results showed a relative diversity of genera and species, with a

predominance of Klebsiella and Serratia.

As for susceptibility testing, it was found that the most active antibiotics in descending
order are: chloramphenicol, furans, amikacin, gentamicin , nalidixic acid cefoxitin . In
contrast, the sharpest resistance were observed against antibiotics: ticarcillin, fosfomycin ,
aztreonam , amoxicillin. Detection tests showed ESBL production in 23 strains or 57.5% from

40 Enterobacteriaceae.

Our study reveals the spread of ESBL-producing enterobacteriaceae in red meat,
prompting the need for close monitoring of the spread of these resistant bacteria to different

levels.

Key words: Enterobacteriaceae, Extended- spectrum p -lactamase, red meat, antibiotic

resistance.



Résumé

Les entérobactéries productrices de pB-lactamases a spectre étendu (EBLSE) posent
actuellement un probléme majeur de santé publique, dans le monde entier, a cause de la

difficulté des thérapeutiques des infections dues a ces bactéries multirésistantes.

L’objectif de ce travail consiste a évaluer la frequence de contamination de la viande

rouge commercialisée dans la région de Tébessa, par les EBLSE.

L’isolement, 1’identification, I’antibiogramme ont été¢ réalisés selon les méthodes
usuelles, et la recherche des BLSE a été effectuée selon le test de synergie et le test du double

disque.

Les résultats obtenus ont montré une diversité relative des genres et des espéces, avec
une prédominance de Klebsiella et Serratia. Quant a I’antibiogramme, on a pu constater
que les antibiotiques les plus actifs par ordre décroissant sont : chloramphénicol (97,5%),
furanes (95%), amikacine (90%), gentamycine (65%), acide nalidixique et céfoxitine (62,5%).
A Topposé, les résistances les plus marquées sont observees a 1’égard des antibiotiques :
ticarcilline  (92,5%), fosfomycine (62,85%), aztréonam et amoxicilline (52,5%),
amoxiciliine/acide clavulanice, tétracycline et trimethoprime-sulfaméthoxazol (47,5%). Les

tests de détection ont montreé la production de BLSE chez 57,5% parmi 40 entérobactéries.

Notre étude révéle la dissémination des EBLSE dans la viande rouge, ce qui incite le

besoin d’un suivi rigoureux de la diffusion de ces bactéries résistantes a différents niveaux.

Mots clés : Entérobactéries, béta-lactamases a spectre étendu, viande rouge,

résistance aux antibiotiques.
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Introduction

Depuis le début des années 60, nous assistons a une augmentation du nombre de

bacteéries résistantes aux antibiotiques, et a I'émergence de nouvelles résistances [59].

L'antibiorésistance bactérienne devient aujourd’hui un probléme majeur de santé
publigue extrémement préoccupant, dont les conséquences se mesurent en termes de

difficultés thérapeutiques accrues [60].

Parmi les bactéries multi résistantes, les bactéries sécrétrices des béta-lactamases a
spectre étendu (BLSE) prennent une place de plus en plus importante. Elles ont largement
été diffusees dans le monde depuis leur premiére mise évidence en 1983 et font I’objet de
nombreuses études [61] [62].

Plusieurs études ont été menés sur la recherche des entérobactéries productrices de
BLSE (EBLSE) dans différents environnements : en particulier dans 1’environnement
hospitalier et méme dans 1’environnement naturel (eaux usées) et les produits alimentaires
(surtout les viandes). Dans cette optique, notre travail porte sur la recherche des EBLSE

dans un produit d’origine animale : la viande rouge.

La viande étant une denrée périssable, elle a été traditionnellement considérée comme le
vehicule de nombreuses maladies d'origine alimentaire chez I'nomme. Sa composition en
eau et en protéines de haute valeur biologique fait qu’elle est une niche treés favorable au

développement des microorganismes tel que les entérobactéries [63].
Les objectifs de ce travail sont donc :

1) Evaluer la sensibilité aux antibiotiques des entérobactéries isolées de la viande

rouge.
2) Evaluer la fréquence de contamination de la viande par les EBLSE.

3) Evaluer I’influence de la viande rouge contaminée par les EBLSE sur la santé

humaine.

4) Evaluer la contribution de cette denrée contaminée a la diffusion de la résistance

dans la chaine alimentaire.




Enfin, ce manuscrit est divisé en trois chapitres. Le premier chapitre est une revue
bibliographique qui commence par des généralités sur les entérobactéries, puis leurs
mécanismes de résistance aux béta-lactamines, précisément par production de BLSE, et se
finit par 1’aspect microbiologique de la viande rouge. Dans le deuxiéme chapitre, nous
évoquerons le matériel et les méthodes utilisés dans I’isolement, 1’identification, I’étude de
sensibilité aux antibiotiques et la détection des BLSE. Ensuite, dans le dernier chapitre,
nous présentons les résultats obtenus, ainsi que leur discussion. Finalement, une synthése

d'une conclusion générale puis quelques perspectives seront présentées.
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Chapitre 01 Revue bibliographique

. Entérobactéries
1. Définition

La famille des Enterobacteriaceae comprend de nombreux genres bactériens

répondant a la définition suivante :

« Bacilles a Gram négatif (BGN),

« Aéro-anaérobies facultatifs,

« Mobiles par ciliature péritriche ou immaobiles,

« Facilement cultivables,

« Fermentant le glucose,

« Réduisant les nitrates en nitrites,

e Ne possedent pas d’oxydase,

« Poussant sur milieux de culture ordinaires,

« Possédant une catalase a I’exception de Shigella dysenteriae [1].

Les entérobactéries sont une famille trés hétérogene pour ce qui est de leur
pathogénie et de leur écologie [2].Elle comprend 130 especes actuellement répertoriées.
Les espéces les plus communément isolées en bactériologie clinique appartiennent aux
genres : Citrobacter, Enterobacter, Shigella, Yersinia, Escherichia, Hafnia, Klebsiella,
Morganella, Proteus, Providencia, Salmonella, Serratia.

Les especes qui composent cette famille sont en effet soit parasites (Shigella,
Yersinia pestis), soit commensales (Escherichia coli, Proteus mirabilis, Klebsiella sp), soit

encore saprophytes (Serratia sp, Enterobacter sp) [3].
2. Habitat

Elles sont trés répandues, certaines ne sont retrouvées que dans I'environnement, en
particulier dans les milieux humides. La plupart des genres comportent des espéces
pathogenes qui provoquent des troubles dont la gravité varie énormément d'une souche a
I'autre. Certaines sont responsables de maladies des végétaux (phytopathogenes) et d'autres

pour 1’animal [4].

]
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On peut les retrouver dans de nombreux écosystemes :

e certaines especes sont seulement saprophytes : milieux humides surtout, sols, eaux,
végétaux, produits alimentaires.
e mais la plupart des espéces sont commensales, isolées dans l'intestin de I'hnomme et

des animaux, d'ou le nom d’entérobactéries [4].
3. Paroi des entérobactéries

Les entérobactéries sont des BGN et possedent donc une paroi dont la structure en
trois couches est particuliére a ces bactéries. Cette paroi est constituée de I'extérieur vers
I'intérieur : d'une membrane externe, d'une couche mince de peptidoglycane et d'un espace

périplasmique qui entoure la membrane cytoplasmique (Figure 01).

Membrane
externe

] FPeptidoglycane

Membrane
plasmique

Lipoproseina

Figure 01 : Structure de la paroi des bactéries a Gram négatif.

La membrane externe protege les entérobactéries de I'action des sels biliaires et des
ferments digestifs. Elle est constituée d'une double couche lipidique dans laquelle sont

inclus des molécules de lipopolysaccharide (LPS) qui comprend trois parties :

e le lipide A qui est I'endotoxine ;
« le core central, polysaccharide de base (constituant I'antigéne R) ;

« les polyosides des chaines latérales (constituant les antigenes O).

S'y trouvent aussi des protéines diverses dont les porines qui en se polymérisant,
forment des canaux assurant le passage des molécules hydrophiles a travers cette
membrane externe.
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Le peptidoglycane constitue une couche rigide, plus mince et plus lache que chez les
bactéries a Gram positif. 1l est composé de chaines linéaires de polyosides reliées entre
elles par des peptides. L'assemblage et le remodelage du peptidoglycane sont sous la
dépendance de transpeptidases et de carboxypeptidases qui fixent les béta-lactamines et
sont pour cette raison dénommées PBP (pour Penicillin binding proteins) ou PLP

(pour Protéines de liaison aux pénicillines) [5].

Dans I'espace périplasmique s'accumulent des enzymes qui dégradent les substances
prélevées dans le milieu extérieur et nécessaires au métabolisme de la bactérie. On y trouve

également les béta-lactamases capables d'hydrolyser les béta-lactamines.

La membrane cytoplasmique est constituée, comme toutes les membranes
cellulaires, d'une double couche phospholipidique hydrophobe dont la perméabilité est
rendue sélective par la présence de protéines dénommees perméases. De nombreuses
enzymes et notamment celles qui interviennent dans le métabolisme énergétique sont
insérées dans cette membrane. S'y trouvent aussi, sur sa face externe, les transpeptidases et

carboxypeptidases nécessaires a la synthese du peptidoglycane [5].
4. Caracteres bactériologiques
4.1. Caractéres morphologiques

e Les entérobactéries sont des bacilles a Gram négatif de 2 a 3 micrométres de long sur
0,6 de large.

e Les Proteus sont trés polymorphes : formes longues et filamenteuses ou petits
bacilles droits.

e Les especes mobiles - les plus nombreuses - le sont grace a une ciliature péritriche.

e Certaines sont immobiles (Klebsiella, Shigella, Yersinia pestis).

e Les Klebsiella sont capsulées.

e La plupart des espéces pathogénes pour I'hnomme posseédent des fimbriae ou pili

communs qui sont des facteurs d'adhésion [6].
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4.2. Caracteres culturaux

Les entérobactéries se développent rapidement in vitro sur des milieux ordinaires. La
température optimale de croissance est 37°C, mais la culture est possible entre 20° et 40°C.
Leur temps de division varie de 20 a 40 minutes. Pour la plupart des especes, les colonies
formées aprés 18-24 heures d'incubation a 35-37 °C sont bombées, rondes et réguliéres,
leur surface est lisse et brillante, il s'agit des formes S « Smooth » [7].

Sur gélose, les colonies atteignent 2 millimétres de large sauf celles des Yersinia qui
sont plus petites. Les Proteus ont tendance a envahir la gélose et a y former un tapis
uniforme.  Les Klebsiella forment des colonies souvent tres muqueuses, larges, grasses et
luisantes En milieu liquide, les entérobactéries occasionnent un trouble uniforme du
bouillon [7].

4.3. Caracteres biochimiques

Le tableau ci-dessous résume les caractéres d'identification des genres des

entérobactéries le plus fréguemment rencontrés [8].

Tableau 01 : Caracteres biochimiques de quelques entérobactéries.

Escherichia Citrobacter Enterobacter Klebsiella Serratia | Salmonella Shigella Proteus | Providencia Yersinia
Glu + + + + + + + + + +
Lac + + + + - -
ONPG + + + + + +/- - +
Indole + + +- +- + +/-
VP + + + - - +
Cit + + + + +/- - +/- +
Mob + + + + + - + + +
Urée + - + +
H2s +- - . . " B -
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Glu:Glucose ;Lac:Lactose;ONPG:Orthonitrophénol-béta-galactosidase ;VP:Voges-
Proskauer;Cit : Citrate; Mob: Mobilité ;H»S: Sulfure d’hydrogene.

4.4. Caracteres antigéniques
Les entérobactéries possédent différents antigenes :

e L’antigéne de Kunin : c’est un antigene commun dénommé ECA (pour
Enterobacterial Common Antigen). 1l n'existe que chez les entérobacteéries et, de ce fait, a
un intérét taxonomique. Sa présence chez les Yersinia a permis d'inclure ce genre dans la

famille des entérobactéries [9].

o Les antigenes O ou somatiques : ces antigenes correspondent aux polyosides
fixés sur les LPS. Ils sont thermostables et résistent a 1’alcool.

« L'antigéne R : il correspond au polysaccharide du core central. auto agglutinables
dans I'eau physiologique, plus sensibles aux substances bactéricides du sérum, plus
facilement phagocytées et donc moins pathogénes.

o Les antigénes H ou flagellaires : ils n'existent que chez les souches mobiles.
Constitués de protéine spécifique dénommeée flagelline, ils sont thermolabiles et inactivés
par l'alcool.

o Les antigenes de surface : ils comprennent :

v Les antigénes K ou capsulaires : ils sont de nature polysaccharidique. Lors d’un
sérotypage, chez les Escherichia coli, les Shigella ou
chezcertaines Salmonella et Citrobacter (alors appelés Vi), ces antigenesmasquent
I'agglutination par les anticorps anti O qui peut étre restituée aprés chauffage de la souche
car ils sont détruits par ébullition.

v Les antigénes d'adhérence ou adhésines : ils sont de nature protéique, portés par

des pili communs (encore appelés fimbriae) [9].




Chapitre 01 Revue bibliographique

5. Principales entérobactéries
5.1. Escherichia coli
e Habitat
E. coli est une bactérie intestinale des mammiferes, commensale du tube digestif de
I'hnomme et de nombreux animaux, c'est I'espece aérobie la plus représentée dans le tube
digestif [10].

e Caracteres bactériologiques

E. coli est une entérobactérie mobile capable de fermenter le lactose et de produire de

I'indole. Il est en outre acétoine -, citrate -, H,S -, gaz +, uréase- [10].
¢ Pouvoir Pathogene

En médecine humaine, les E. coli peuvent donner lieu a divers types d’infections:
infections urinaires, intestinales, néonatales, septicémies et méningites. Certaines souches
d'E. coli sont virulentes, d’autres appartenant a la flore commensale, peuvent étre

responsables d’infections opportunistes variées, surtout chez les sujets immunodéprimés
[4] [11].
e Sensibilité aux antibiotiques

E. coli est généralement sensible aux antibiotiques. Parmi les béta-lactamines, sont
actives les pénicillines du groupe A (aminopénicillines), les carboxypenicillines,
les céphalosporines, les acyluréido-pénicilllines, les carbapénems et les monobactams.
Les aminosides et les polypeptides sont également actifs de méme que les quinolones de
premiére génération, les fluoroquinolones et le cotrimoxazole. Cette sensibilité peut étre
modifiée par la production denzymes hydrolysant les béta-lactamines (pénicillinase,
céphalosporinase) [12].

5.2. Salmonella
« Habitat

Les salmonelles sont des parasites intestinaux des animaux vertébrés qui se
disséminent dans la nature par les excréta. Chez les animaux a sang chaud, elles sont
souvent pathogenes. Les aliments susceptibles de contenir ces bactéries, citons les viandes

crues ou insuffisamment cuites, le lait non pasteurisé et les ceufs. Les fruits et les légumes
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peuvent aussi contenir ces bactéries si le sol, dans lequel ils ont été cultivés, a été

contaminé par des déchets animaux [13].

e Caracteres bactériologiques

Les Salmonelles sont: uréase-, indole -, lactose -, H,S +, citrate +. Certains sérovars

ont des caracteres particuliers [13].
e Pouvoir Pathogéne
Les salmonelloses peuvent donner lieu a trois types de manifestations cliniques :

v Des formes bactériémiques, strictement humaines, qui sont les fievres typhoide et
paratyphoide dues a Salmonella Typhi, Paratyphi A, Paratyphi B et Paratyphi C. Ce sont
des bactériémies a point de depart lymphatique.

v’ Des toxi-infections alimentaires donnant lieu a des gastro-entérites dues a tous les
autres sérovars mais également a Paratyphi B et C.

v' Des manifestations extra-digestives dans lesquelles divers sérovars sont en cause et
qui sont plus fréquentes chez les sujets fragilisés (infections pleuro-pulmonaires, atteintes

ostéo-articulaires, ...) [14].

¢ Sensibilité aux antibiotiques

Les Salmonelles sont naturellement sensibles aux antibiotiques. Le chloramphénicol
a été longtemps I'antibiotique de choix et a été remplacé par les fluoroquinolones et le
cotrimoxazole [15].

5.3. Shigella
e Habitat

Les Shigella ne font partie d'aucune flore commensale chez I'étre humain, elles sont
toutes pathogenes et spécifiques du tube digestif ; éliminées par les selles et dispersées
dans les sols et les eaux ou elles ne survivent que peu de temps [16].

e Caracteres bactériologiques
Les Shigelles sont: Uréase -, Indole+/-, Lactose -, H,S-, Citrate -, ONPG +/- [7].
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e Pouvoir pathogéne

Les shigelles provoquent chez I’adulte de colites infecticuses et chez I’enfant de
gastro-enteérites séveres avec diarrhée mucopurulente et sanglante, fievre et deshydratation.
Elles détruisent 1’épithélium de cdlon et provoquent la production d’une microulcération
[7].

e Sensibilité aux antibiotiques

Le traitement curatif repose sur l'administration d'antibiotiques: ampicilline,

cotrimoxazole, fluoroquinolones [15].

5.4. Enterobacter

e Habitat

Les Enterobacter sont présents dans I'environnement, et également des commensaux
du tube digestif [17].
e Caractéres bactéeriologiques
Ce sont des entérobactéries mobiles, VVP+, Lactose+, ONPG+, Urée-, Indole -, Citrate +,
H,S- [17].

e Pouvoir Pathogene

Ce sont des pathogenes opportunistes responsables, en milieu hospitalier surtout,

d'infections urinaires, de bactériémies, de méningites ou de suppurations diverses [17].

e Sensibilité aux antibiotiques

Enterobactercloacae oppose une résistance naturelle aux pénicillines A et aux
céphalosporines de lére génération. Il a souvent acquis une polyrésistance, en particulier
aux béta-lactamines par production d'une céphalosporinase déréprimée.

Les autres espéces sont généralement plus sensibles aux antibiotiques, sauf en cas
d'acquisition de résistances d'origine plasmidique (béta-lactamase a spectre étendu
d'Enterobacter aerogenes, par exemple) [17].

|
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5.5.Klebsiella

e Habitat
Les Klebsiella sont tres repandues dans la nature : eaux de surface, eaux usées,
effluents industriels, sols, le bois, les végétaux divers, les aliments. Ce sont aussi des
commensales du tube digestif des animaux et de I'nomme. On peut les rencontrer aussi a

I’état commensal sur la peau et les muqueuses, notamment les muqueuses respiratoires

[18].

e Caracteres bactériologiques
Ces bactéries sont: LDC™ (lysine-décarboxylase); ODC™ (I’ornithine-
décarboxylase), ADH" (I’arginine déhydrolase) ; VP *; mobilité-, capsule+, ONPG +,
uréase+ [18].

e Pouvoir pathogene

Chez I'hnomme, K.oxytoca et K.pneumoniae sub sp. pneumoniae sont responsables
d'infections diverses : infections suppuratives, infections biliaires, infections hépatiques,
infections intra-abdominales. Certaines souches de K. pneumoniae sub sp. Pneumoniae
sont responsables des diarrhées chez le jeune enfant.

Classiquement, les klebsielles ne sont pas considérées comme des agents de toxi-
infections alimentaires. Toutefois, lors d’une toxi-infection alimentaire consécutive a la
consommation de viande de dinde, une souche de Klebsiella pneumoniae sub sp.
pneumoniae capable de produire une entérotoxine a été isolée de la viande et des selles des
malades [18].

¢ Sensibilité aux antibiotiques

Les souches de Klebsiella oxytoca, de Klebsiella pneumoniae sub sp. pneumoniae et
de Klebsiella variicola sont naturellement sensibles a la colistine, aux quinolones, aux
aminosides, a I’association triméthoprime-sulfaméthoxazole. En revanche, elles sont

naturellement résistantes aux : aminopenicillines, carboxypénicillines [18].
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5.6. Serratia
e Habitat

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

développer sur des aliments tels que le pain, la viande et le lait [19].
e Caracteres bactériologiques
Serratia sont des bactéries ONPG”, VP", indole", H,S °, urease’, TDA".
La plupart des especes produisent un pigment rouge a rose, appelé prodigiosine [19].
e Pouvoir pathogéne

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

liées aux cathéters intraveineux, 1’ostéomyélite, 1I’endocardite, mais elles sont rares.

En médecine vétérinaire, Serratia marcescens est un agent des mammites chez la

vache laitiére [20].

e Sensibilité aux antibiotiques

Les Serratia présentent une résistance naturelle aux céphalosporines de premiére
génération, a la colistine et a la polymyxine B. De plus, les souches de Serratia marcescens
sub sp. marcescens (notamment les souches hospitalieres) et plus rarement les souches des
autres especes ont évolué vers la résistance a de nombreux antibiotiques (ampicilline,
carbénicilline, tétracyclines, aminosides, chloramphénicol, sulfamides, triméthoprime...)
[21].

3
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6. Mécanismes de résistance aux antibiotiques

De maniere geneérale, les entérobactéries utilisent différents mecanismes pour
développer une résistance aux antibiotiques : il peut s’agir de troubles de perméabilité pour
les antibiotiques, ce qui empéche la pénétration de I’antibiotique dans la bactérie; de
systemes d’efflux qui permettent d’évacuer les antibiotiques qui auraient pénétré dans la
bactérie; ou de modification de la cible bactérienne de 1’antibiotique ex : PBP, ce qui
empéche la synthese de la paroi de la bactérie ou la modification de la gyrase pour les
quinolones). Mais le plus fréquemment, il s’agit d’enzymes détruisant les béta-lactamines,

les bétalactamases [22].

I1. Béta-lactamases

1. Béta-lactamines
1.1. Définition

Ce sont des antibiotiques caractérisés par la présence constante du cycle béta-
lactame associé a des cycles et des chaines latérales variables (figure 02). L’ensemble des
béta-lactamines forme une large classe d’antibiotiques qui comprend les dérivés de la
pénicilline, les céphalosporines, les monobactames, les carbapénemes et les inhibiteurs de
béta-lactamases. Elles sont des acides relativement forts et franchissent parfois

difficilement les membranes bactériennes [23].
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Figure 02 : Structure des béta-lactamines
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1.2. Classification
Les P -lactamines sont classées en quatre groupes (figure 02):

e Les pénicillines (noyau pename) dont font partie la pénicilline G, la méticilline, les
amino-benzyl penicillines (ampicilline et amoxicilline), les uréido-pénicillines
(pipéracilline), les carboxy-pénicillines (ticarcilline) et les amidino-pénicillines
(mécillinam).

e Les céphalosporines (noyau cépheme) constituées de 4 générations : la premiére
(céfalotine, céfaloridine), la deuxiéme (céfamandole, céfoxitine), la troisieme (céfotaxime,
ceftazidime) et la quatrieme génération (céfépime, cefpirome).

e Les carbapénémes (noyau carbapéneme) qui sont les plus efficaces actuellement
(imipénéme, méropénéme).

e Les monobactames (noyau azétidine) représentés par 1’aztréonam [24].
1.3. Mode d’action

Les béta-lactamines agissent en se fixant sur des enzymes présents dans la synthese
de la paroi bactérienne. L’inhibition de ces enzymes fait accumuler des précurseurs du

peptidoglycane qui activent le systéme autolytique de la bactérie (figure03) [25].

B-lactamines

muueme = peptidoghycane \

| ] 1 | 1 ) 1 1
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carboxypeptidases o

Figure 03 : Mode d’action des béta-lactamines.
2. Béta-lactamases
2.1. Définition

Les B-lactamases sont des enzymes, constitutionnelles ou acquises, produites par les

bactéries [26].Elles catalysent de manicre efficace et irréversible 1’hydrolyse de la liaison

5
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amide du cycle B-lactame des B-lactamines, en donnant un produit qui perd totalement son
activité antimicrobienne [27].

Leur activité enzymatique provoque ’ouverture du cycle beta-lactame et crée un
intermédiaire acyl-enzyme instable qui est ensuite dégrade en un acide inactif. La premiere
B-lactamase est appelée « pénicillinase » [26]. (Figure 04).
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Figure 04 : Mode d’action des béta-lactamases.
2.2. Classification

Les P -lactamases sont des enzymes d’inactivation, d’une extréme diversité, de
type sérine ou métallo-enzymes. Deux types de classification sont principalement utilisés
pour ces enzymes :

a) Classification d’Ambler

Elle est établie selon la séquence protéique primaire, notamment au niveau du site
actif .On distingue quatre classes :
v" Classe A : elle comprend des pénicillinases, des céphalosporinases inductibles
(AmpA) chromosomiques ou plasmidiques, et des B-lactamases a spectre étendu (BLSE),
sensibles a I’acide clavulanique.
v" Classe B : cette classe constitue le groupe des métallo-enzymes zinc-dépendantes
(AmpB), pouvant étre inhibées par acide éthylene diamine tétra-acétique (EDTA).
v" Classe C : elle est constituée de céphalosporinases (AmpC) chromosomiques ou
plasmidiques, résistantes a I’acide clavulanique.
v" Classe D : oxacillinases (AmpD), le plus souvent plasmidiques, de phénotype
pénicillinases peu sensibles aux inhibiteurs, pouvant étre inhibées par le NaCl [28].

b) Classification de Bush, Jacoby et Medeiros

=
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Elle est établie selon les propriétés fonctionnelles de 1’enzyme définies par son substrat

préférentiel et son profil d’hydrolyse [28].
3. B-lactamases a spectre étendu

3.1. Définition

Le terme BLSE a été proposé pour la premiere fois en 1988 pour distinguer les B-
lactamases plasmidiques donnant la résistance aux céphalosporines a large spectre d’ou le
nom « [B-lactamases a large spectre » [29].Les BLSE engendrent une résistance a
I’ensemble des B-lactamines a 1’exception des céphamycines et des carbapénémes. Elles
sont inhibées in vitro par 1’acide clavulanique. Le plus souvent, elles sont d’origine
plasmidique a rapidité de diffusion et d’évolution.

Les BLSE ont aujourd’hui une répartition mondiale [29]. Leur apparition dans les
bactéries a Gram négatif et leur dissémination coincidente avec I’utilisation d’antibiotiques
a large spectre tels que les céphalosporines et les quinolones. Les bactéries productrices de
BLSE peuvent occasionner des infections hospitalieres et communautaires.

Actuellement plus de 400 BLSE naturelles ont été décrites; elles ont été classées en
11 familles différentes sur la base de leur séquence d’acides aminés: TEM, SHV, CTX-M,
PER, VEB, GES, TLA, BES, SFO, FEC et OXA.

3.2. Classification
a) BLSE de type TEM

Les BLSE de types TEM (Temoneira - nom du patient) dérivent de TEM-1 et TEM-
2(enzymes principalement chromosomiques) par substitution d’un ou de plusieurs acides
aminés. C’est I’enzyme la plus fréquemment rencontrée chez E. coli, mais elle est aussi
présente chez de nombreuses especes telles que Klebsiella pneumoniae, Enterobacter
spp.,Haemophilus influenza et Neisseria gonorrhoeae.

Jusqu’a 90% de la résistance a I’ampicilline chez E. coli est due a la production de
TEM-1, qui est capable d’hydrolyser 1’ampicilline, et a un degré moindre 1’oxacilline ou la

céfalotine [30].

b) BLSE de type SHV
Les BLSE de type SHV (Sulfhydryl variable) se retrouvent plus freguemment mais

pas exclusivement, dans le genre Klebsiella. La majorité de ces enzymes ont été décrites
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chez les souches de K. pneumoniae, mais aussi peut se trouver chez Citrobacter freundii,

C. diversus, E.coli, Enterobacter cloacae et P.aeruginosa [31].

c) BLSE de type OXA
Les BLSE de type OXA (oxacillinase) sont comparativement rares, et ont été trouvé
la plupart du temps chez P. aeruginosa. Les BLSE de type OXA portent typiquement des
mutations multiples, les dérivés d’OXA-10 portent souvent des substitutions au niveau de
Gly167, qui sont responsables de la résistance au ceftazidime. Ces BLSE peuvent étre
plasmidiques ou chromosomiques. OXA-23 une enzyme chromosomique caractérisée chez
P. mirabilis, et OXA-48 une enzyme plasmidique caractérisée chez K. pneumoniae
présentent une activité carbapénémasique [32].
d) BLSE de type CTX-M
Les BLSE de type CTX-M (Céfotaximase-Muenchen) sont les plus fréquentes,
mondialement, au sein des entérobactéries apres une diffusion rapide depuis le milieu des
annees 90. Au niveau de leur spectre d’activité, elles hydrolysent préférentiellement le
céfotaxime, d’ou leur nom de céfotaximase .Certaines d’entre elles ont évolué plus
récemment par mutation (ponctuelle ou non) [33]. Générant un haut niveau de résistance a
la ceftazidime telles les enzymes CTX-M-15, CTXM-16, CTX-M-19, CTX-M-23 ou
encore tres réecemment CTX-M-32 [33].

3.3. Epidémiologie

Les BLSE sont retrouvées essentiellement dans la famille des entérobactéries,
principalement Escherichia coli et Klebsiella, plus rarement Serratia, Citrobacter,
Enterobacter, Morganella, Proteus, Salmonella, Shigella ou des bactéries a Gram négatif

non fermentatives comme Pseudomonas, Acinetobacter [34].

Depuis la premiére découverte de bactéries productrices de BLSE, on observe une
augmentation du nombre de patients colonisés et du nombre d’infections a ces germes,
ainsi qu’une trés grande hétérogénéité de ces enzymes avec une nomenclature complexe.
Les BLSE type TEM et SHV ont été décrites en premier dans le milieu hospitalier, en

particulier chez Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli et d’autres entérobactéries.

Indépendamment, en milieu communautaire, ce sont les BLSE type CTX qui sont

apparues dans E. coli, liées a des infections urinaires. Au cours des dernieres années, on a
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observé une circulation des souches entre les milieux hospitalier et communautaire. 1l est
clairement établi que le développement et la propagation de BLSE sont liés a ’utilisation
des béta-lactamines, que la colonisation du tube digestif joue un réle important, mais le
mode de transmission n’est pas clairement établi (contact cutané, consommation

d’aliments) [34].

Les souches productrices de BLSE étaient souvent associées a des épidémies
nosocomiales. A partir de 1995, de nouvelles BLSE notamment les CTX-M ont émergé de
facon rapide chez les entérobactéries. Contrairement aux BLSE de type TEM et SHV, les
mécanismes de diffusion de CTX-M semblent plus complexes, mettant en jeu la diffusion

des plasmides et/ou d’autres éléments génétiques. [34].

I11. Viande rouge
1. Définition

Le terme « viandes de boucherie » désigne la chair (le muscle) des animaux
comestibles élevés (ou chassés) pour la consommation alimentaire. Les viandes sont
classées en différentes catégories parmi lesquelles les viandes rouges comme le beeuf et

le mouton [35].
2. Composition

La viande « rouge » est un aliment qui constitue une source importante des
protéines (15 a 25%).Elle contient aussi des lipides (5 a 30%) qui sont en quantité tres
variable selon I’animal et le morceau. Les acides gras les plus abondants sont le
palmitique, le stéarique, et 1’oléique [36].Les viandes ne contiennent pas des glucides. En
effet, le glycogene présent dans les muscles est transformé en acide lactique apres la mort
de I’animal ; cet acide exerce une action favorable sur la maturation de la viande ; dans le
foie, il reste un peu de glycogéne [37]. La viande est composée aussi d'eau, d'acides

aminés, de sels minéraux et de vitamines.

Le pigment de la viande est la myoglobine qui lui donne sa couleur rouge
caractéristique qui passe au brun lors de 1’oxydation (longue conservation, cuisson) et qui

se trouve dans les muscles et assure le transport de I’oxygene et du fer [38].

)
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3. Nature des germes des viandes

La microflore de contamination des viandes et des produits a base de viande
comprend essenticllement les germes saprophytes et les germes tests d’hygi¢ne et

éventuellement une flore pathogene responsable des maladies [39].
3.1. Les germes saprophytes et les germes tests d’hygiéne

Les germes saprophytes constituent 1’essentiel de la microflore de contamination
des viandes et produits a base de viande. Parmi les bactéries saprophytes isolées des
viandes, nous pouvons citer par ordre d’importance d’abord Pseudomonas, Acinetobacter
et Micrococcus ; il y a ensuite : les entérobactéries et Flavobacterium et enfin : Bacillus,
Lactobacillus, Alcaligenes, Serratia, Streptococcus, Aeromonas, Corynebacterium,
Arthrobacter et Clostridium. La plupart des especes de Pseudomonas sont psychrotrophes
et celles les plus fréquemment rencontrées chez I’homme sont Pseudomonas aeruginosa,
P. fluorescens, P. putida [18]. Leur présence au niveau des chaines d’abattage et en
particulier dans les chambres froides constitue une source permanente de contamination
des viandes. Pseudomonas est principalement utilisé comme indicateur d’altération des

viandes fraiches [40].

Les hygiénistes font une place a E.coli, aux coliformes fécaux et entérocoques en
géneral. Ces bactéries sont considerées comme provenant directement du tube digestif.
Cependant E. coli demeure actuellement le seul et le plus sir des germes tests a utiliser en

hygiéne publique [39].
3.2. Germes pathogenes

Les germes pathogénes qui contaminent les viandes et responsables de toxi-
infections alimentaires sont en général Salmonella ssp, Listeria monocytogene, Yersinia

enterocolitica, Shigella et E.coli entéro hemorragiques [41].
4. Sources de contamination

Les carcasses des animaux et les viandes découpées sont contaminées par les poils,

les féces des animaux ou les manipulations durant les opérations d’abattage (Couteaux,

|
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machette etc....), I'eau de lavage, le contenu du tube digestif, la peau avec ses poils et de

traitement des viandes [42].

e Contamination ante- mortem

Cette contamination se fait soit par septicémie, soit par bactériemie par des germes
dont I’habitat naturel est 1’organisme [43]. Les bactéries qui sont pathogénes des animaux
sont, trés exceptionnellement, transmissibles a 1’homme, comme Brucella (brucellose),
Erysipelothrix rhusiopathiae (rouget), Mycobacterium bovis (tuberculose bovine), Bacillus

anthracis(charbon) et Pasteurella tularensis(tularémie) [44].
e Contamination lors des opérations de préparation a I’abattoir

Cette contamination est essentiellement due a la bactériémie d’abattage qui est
largement influencée par la fatigue et le stress observés durant le transport. Les cuirs sont
également une importante source de contamination microbienne des carcasses.
L’éviscération doit étre précoce pour empécher les germes de traverser la paroi intestinale

[45].

Un tiers des carcasses est pollué par Escherichia coli provenant de I’intestin. Une
partie non négligeable des germes peut provenir de 1’eau utilisée pour le travail des

carcasses [39].
e 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 1’air, les surfaces, les vendeurs et le personnel de service sont encore

possibles [46].

e Contamination au cours du transport

Le transport constitue une source éventuelle de variation dans les températures et dans

I’humidité relative [47], ce qui peut influencer le développement des microorganismes [46].
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e Contamination lors de la découpe

Les erreurs graves d’hygiéne dans les conditions de travail telles que la température
trop élevée dans les salles de découpe, le nettoyage insuffisant du mateériel et des tenues
vestimentaires des travailleurs favorisent la prolifération des bactéries [43]. Ainsi, le bois

est a proscrire dans les ateliers de découpe, car il sert de réservoir aux bactéries [39].

]
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Matériel et méthodes

. Matériel

1. Appareillages

D N N N N NN

Autoclave 120°C.

Balance électrique de précision.
Etuve a 37°C.

Microscope optique.

Plaque chauffante.
Réfrigérateur (-20°C a 5°C).

2. Verrerie

AN N N NN

Béchers (1000 ml, 500 ml).
Flacons stériles 250 ml.
Lames.

Pipettes graduées 10ml.
Pipettes Pasteur.

Tubes & essai.

3. Ouitils

A N NN Y N N N N

Mortier.

Spatules.

Anse de platine.

Bec Bunsen.

Boites de Pétri.
Ecouvillons.

Pince.

Portoirs.
Micropipette 1000pl.
Micropipette 200ul.

4. Réactifs et autres substances

v Colorants de Gram (Violet de Gentiane, Lugol, Fuschine).
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Ethanol 95%.

Disques d’antibiotiques.
Eau distillée stérile.

Eau physiologique stérile.
Huile a immersion.

Huile de vaseline stérile.
Réactif de Kovacs.
Réactif TDA.

Reactifs VP1 et VP2.

Réactifs nitrate réductase | et 11.

AN N N Y U N N N NN

Poudre de zinc.
5. Milieux de culture

Tryptone-sel

Gélose Desoxycholate Citrate Lactose Sucrose (DCLS).
Gélose Mac Conkey (MC).

Gelose Violet Red Bile Glucose agar (VRBG).

Gélose nutritive (GN).

Gélose Salmonella - Shigella(SS).

Galerie biochimigque miniaturisée API 20 E.

Gélose Mueller-Hinton (MH).

AN N N N N IR

1. Méthodes

1. Prélévement

Notre étude s’est déroulée durant une période de 04 mois : de février a mai 2016.
Elle porte sur des viandes rouges prélevées, a partir de différentes boucheries de la wilaya
de Tébessa.

Un échantillon de 100 g de la viande rouge, a été prélevé, aseptiquement, dans un sac
plastique, stérile, ligature, puis transporté au laboratoire de microbiologie, dans un délai ne
dépassant pas 2 heures. Ainsi, 6 échantillons ont été prélevés, a partir de différentes
boucheries, selon le (tableau 02).
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Tableau 02 : Prélévements réalisés au cours de I’étude.

N° de I’échantillon

Date de prélévement

Site de prélevement

01 07-02-2016 Le grand marché

02 14 -02-2016 La route d’Annaba

03 21-02-2016 La route de Constantine
04 28-02-2016 Wiame

05 07-03-2016 Cité thévest

06 08-03-2016 Le grand marché

2. Préparation de la suspension mere

- Peser aseptiquement 25 g de viande et 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.

3. Préparation des dilutions

- Répartir stérilement le diluant (tryptone- sel) dans 3 tubes a essai stériles, a raison de

9 ml par tube.

- A partir de la suspension mére (10™), et & I’aide d’une micropipette, transférer 1 ml

dans le tube N°1, puis homogénéiser pour avoir la dilution 102

-A partir de la dilution 10, transférer 1 ml dans le tube N°2, pour avoir la dilution

1073,

-A partir de la dilution 107, transférer 1 ml dans le tube N°3, pour avoir la dilution

10,
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4. Recherche des entérobactéries totales

Prélever a l'aide d'une micropipette (20-200 ul) 0,1 ml de la suspension mére et de
ses dilutions et les déposer a la surface des deux milieux de culture (MC et VRBG), a
raison d’une boite par dilution et par gélose.
- Etaler a I’aide de pipettes Pasteur repliées en rateaux.
- Laisser reposer sur paillasse pendant 20 minutes (couvercle en haut);

-Incuber pendant 24 a 48 h a 37 °C, jusqu’a I’apparition des colonies macroscopiques.
5. Recherche de Salmonella et Shigella

5.1. Pré-enrichissement
-Incuber la suspension mére dans un flacon stérile pendant 16 a 24h a 37°C.

5.2. Enrichissement
-1 a 2 ml de bouillon du pré-enrichissement sont inoculés dans 10 ml du bouillon SFB.
- Incuber le bouillon SFB pendant 24 a 48 a 37 °C.

5.3. Isolement

- A l'aide d'une pipette Pasteur prélever a partir du bouillon SFB et faire des stries a la

surface des milieux DCLS et SS a raison de 3 boites pour chaque milieu.

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

6. Examen macroscopique et microscopique

-Apres incubation, repérer les colonies suspectes sur les différents milieux :

s VRBG : colonies rouges (glucose +) suspectes d’étre des entérobactéries.

% MC : colonies rouges (lactoses +) et colonies incolores (lactose -).

%+ DCLS: colonies jaunes ou incolores (lactose -) avec ou sans centre noir, suspectes
d’étre Salmonella ou Shigella.

% SS: colonies incolores avec ou sans centre noire, suspectes d’étre Salmonella ou

Shigella.

- Faire une coloration de Gram pour toute colonie suspecte.
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- Retenir seulement les colonies ayant donné des bacilles & Gram négatif (BGN).
7. Purification

-Repiquer chaque type de colonies sur le méme milieu d’isolement, en faisant des stries

¢loignées par 1’anse de platine ou par une pipette Pasteur.
- Incuber pendant 24 a 48 h a 37 °C.

- Apres incubation, vérifier si les colonies présentent le méme aspect macroscopique et

microscopique que celui présenté dans le premier isolement.

- Poursuivre le repiquage si nécessaire, jusqu'a I’obtention d'un isolat pur présentant les

mémes caractéristiques que celui obtenu en premier isolement.

8. Conservation des isolats
- A partir de chaque isolat pur, repiquer en stries, sur la pente d’une gélose nutritive (GN)
inclinée en tube.

-Apres incubation a 37°C pendant 24 h, conserver les cultures au réfrigérateur a -4°C.
9. Identification biochimique
L’identification biochimique est réalisée par la galerie API 20 E.

a) Principe et description de la galerie API 20°

L'API 20 E est un systéme standardisé pour I'identification des Enterobacteriaceae et
autres bacilles a Gram négatif non fastidieux, comprenant 20 tests biochimiques

miniaturisés, ainsi qu'une base de données.

La galerie APl 20 E comporte 20 microtubes contenant des substrats déshydratés
(figure 05). Les microtubes sont inoculés avec une suspension bactérienne qui reconstitue
les tests. Les réactions produites pendant la période d'incubation se traduisent par des

virages colorés spontanés ou révélés par I'addition de réactifs [48].
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Figure 05: Galerie API20E.
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 bote.
-Sortir la galerie de son emballage.

- Placer la galerie dans la boite d'incubation.

» Preéparation 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 coté pour éviter la formation de bulles

d’air.

- Pour les caracteres soulignés : ADH, LDC, ODC, H,S, 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 encadrés, non soulignes 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 de la galerie

- Aprés incubation, la lecture de la galerie doit se faire en se référant au tableau de lecture
(tableau 03).
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- Si 3 tests ou plus (test GLU + ou —) sont positifs, noter sur la fiche de résultats toutes les

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

e Test TDA : ajouter 1 goutte de réactif TDA. Une couleur marron-rougeatre indique
une réaction positive a noter sur la fiche de résultats.

e Test IND : ajouter 1 goutte de réactif JAMES. Une couleur rose diffusant dans
toute la cupule indique une réaction positive a noter sur la fiche de résultats.

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

e 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 (NO,).
Une réaction négative (coloration jaune) peut étre due a la production d’azote :
ajouter 2-3 mg de poudre de zinc dans la cupule GLU. Apres 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 réduits en nitrites par le Zn.

Remarque : le test de la recherche de production d’indole doit étre réalisé en dernier, car
cette réaction libére des gaz qui risquent d’altérer I’interprétation d’autres tests de la

galerie. Ne pas remettre le couvercle d’incubation apres 1’ajout du réactif.

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.

- Révéler les tests nécessitant I’addition de réactifs.

.
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Tableau 03 : Lecture de la galerie miniaturisée Api 20E [49].

. .| Résultats
Tests Substrat Caractere recherche — __
Négatif Positif
Ortho-nitro-phenyl- )
ONPG ] Beta- galactosidase Incolore Jaune
Galactosidase
ADH L-arginine Arginine dihydrolase Jaune Rouge/orangé
LDC L-lysine Lysine décarboxylase Jaune Orangé
oDC L-ornithine Ornithine décarboxylase | Jaune Rouge/orangé
CIT Citrate de sodium Utilisation du citrate Vert pale/jaune | Bleu-vert/vert
. . L Dépot noir/fin
H2S Thiosulfate de sodium | Production d’H2S Incolore/grisatre liseré
iseré
URE Urée Uréase Jaune Rouge/orangé
Tryptophane TDA / immédiat
TDA L-tryptophane o _
désaminase Jaune Marron foncé
James/ 2 mn
IND L-tryptophane Production d’indole
Jaune Anneau rouge
) VP 1+ VP 2/10mn
VP Pyruvate de sodium Production d’acétoine _
Incolore Rosé-rouge
) ] o Diffusion du
GEL Gélatine de kohn Gélatinase Non diffusion ) )
pigment noir
GLU D-glucose Fermentation/oxydation | Bleu/bleu-vert Jaune
MAN D-mannitol Fermentation/oxydation | Bleu/bleu-vert Jaune
INO Inositol Fermentation/oxydation | Bleu/bleu-vert Jaune
SOR D-sorbitol Fermentation/oxydation | Bleu/bleu-vert Jaune
RHA L-rhamnose Fermentation/oxydation | Bleu/bleu-vert Jaune
SAC D-saccharose Fermentation/oxydation | Bleu/bleu-vert Jaune
MEL D-melibiose Fermentation/oxydation | Bleu/bleu-vert Jaune
AMY Amygdaline Fermentation/oxydation | Bleu/bleu-vert Jaune
ARA L-arabinose Fermentation/oxydation | Bleu/bleu-vert Jaune
Nitrate Production de NO, NIT1+ NIT2/2-3mn
réductase ) ) Jaune Rouge
Potassium nitrate :
Tube o Zinc / 5mn
Réduction au stade N, _
GLU Rouge/orangé Jaune
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ONPG :orthonitrophényl-béta-D-galactopyranoside ; ADH :arginine dihydrolase ;VP Réaction de
Voges-Proskauer ; LDC :lysine décarboxylase ;ODC :ornithine décarboxylase ; CIT :Utilisation
du citrate ; H2S :recherche d'une thiosulfate réductase ; URE :Hydrolyse de I'urée (uréase) ; TDA :
recherche d’une Tryptophane désaminase ; IND : production d’indole ; GEL : Gélatinase ; GLU
:glucose ; MAN : mannitol ; INO : inositol ; SOR : D-sorbitol ; RHA : rhamnose ; SAC : D-
saccharose ; MEL : melibiose ; AMY : amygdaline ; ARA : arabinose.

d) Interprétation des réesultats

L’identification a été réalisée a 1’aide d’un logiciel d’identification (feuille Excel

pour I’identification microbienne).
10. Test de I'antibiogramme

Il a été realisé selon la méthode diffusion en milieu gélosé, méthode des disques

(Antibiogramme standard).
a) Définition

L'antibiogramme est I'examen biologique destiné a mesurer l'interaction entre
chacune des molécules antibactériennes utilisables et une souche bactérienne. Le resultat
contribue a évaluer la sensibilité de la souche bactérienne examinée ou sa résistance, ce qui
signifie que la molécule sera probablement active au sens thérapeutique ou le traitement

sera un échec : résistant, sensible, intermediaire [50].
b) Principe

La méthode des disques consiste a déposer a la surface de la gélose Mueller-Hinton
préalablement ensemencée avec une suspension bactérienne, des disques pré imprégneés
d’une dose connue des différents antibiotiques. Chaque antibiotique diffuse au sein de la
gélose a partir du disque et y détermine des concentrations inversement proportionnelles a
la distance du disque. Aprés incubation a 37°C pendant 24 heures, chaque disque est
entour¢ d’une zone d’inhibition de la croissance bactérienne. La multiplication des
bactéries s’arréte 1a ou existe dans la gélose, une concentration d’antibiotique égale a la
concentration minimale inhibitrice (CMI). Les caractéres de sensibilité ou de résistance de

la souche en seront déduits [51].

.
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¢) Choix des antibiotiques

Le choix des antibiotiques utilisés dans cette étude a été fait selon les
recommandations du comité de 1’antibiogramme de la société frangaise de microbiologie

[52].La liste des antibiotiques testés est présentée dans le (tableau 04).

Tableau 04 : Liste des antibiotiques testés.

Charge Diametres critiques
Famille Antibiotique Sigle )
Du disque R 1 S(D)
Aminopénicilline Amoxicilline AMX 25 ug <14 >14
Carboxypénicilline Ticarcilline TIC 75 ug <23 >23
Carbapéneme Imipénéme IPM 10 ug <16 >22
[%2]
= Amoxiciline+Acidecl
‘€ | Clavams ) AMC 20+10 pg <17 >17
8 avulanique
[S]
_I‘IG Monobactame Aztréonam ATM/AO | 30 pg <21 >24
(=N
C2G Céfoxitine FOX 30 pug <19 >19
3G Céfotaxime CTX/CE | 30 ug <17 >20
Ceftazidime CAZ 30 ug <19 >22
o Amikacine AK 30 ug <13 >16
Aminosides _
Gentamicine GN 15ug/10UI <14 >17
., | Quinolones 1°°G Acide nalidixique NA 30 g <14 >19
[<5]
5 \ Ofloxacine OFX 5 pg <19 >22
2 | Quinolones 2°™G
'3 Péfloxacine PEF 5 ug <16 >22
Fosfomycines Fosfomycine FOS 50 g <14 >14
Furanes Nitrofuranes F 300 pg <15 >15
Phénicolés Chloramphénicol C 30 ug <17 >17
o ) ) Triméthoprime-
Triméthoprime-sulfamides ) SXT 25 ug <13 >16
sulfamétoxazole
Tétracyclines Tétracycline TE 30 Ul <17 >19

C2G : céphalosporines deuxiéme génération.

C3G : céphalosporines troisieme génération.
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d) Technique

> Préparation de I'inoculum

- Préparer une suspension bactérienne : a partir d'une culture jeune de 18 heures sur GN,
prélever au moins 03 colonies et émulsionner dans 05 ml d’eau physiologique stérile.

- Bien homogénéiser la suspension bactérienne [53].

> Ensemencement

L’ensemencement se fait par la méthode d’écouvillonnage :

- Tremper un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne et laisser s'imbiber.

- Le sortir du tube en I'essorant doucement sur la paroi.

- Ensemencer la boite de Mueller-Hinton dont I'épaisseur de la gélose est de 4mm, en
frottant I'écouvillon sur sa surface et en tournant la boite 3 fois de 60°C afin d'assurer
une bonne distribution de I'inoculum.

- Laisser sécher les boites pendant 15 a 20 minutes [53].

» Application des disques et incubation

Appliquer les disques a l'aide d'une pince préalablement flambée, en appuyant
Iégerement. Les disques doivent étre parfaitement appliqués a plat sans glissement. 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 06). Incuber les boites

a 37°C pendant 24 heures, couvercle en bas [53].

-
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Figure 06 : Schéma explicatif de la disposition des disques d'antibiotiques.
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e) Lecture et interprétation

Pour chaque antibiotique: mesurer le diametre de la zone d'inhibition au revers de la
gélose. L’interprétation des souches (sensibles, intermédiaires ou résistantes) se fait selon
les diameétres critiques recommandés [52]. Présentés dans le tableau 04. Chaque disque a
une concentration minimale inhibitrice, caractérisée par un diamétre d’inhibition, la
comparaison des diametres mesurés autour des disques déposés et ceux recommandés

permettra de détecter le phénotype sensible, intermédiaire, et résistant :

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

e Sid < diamétre de la zone d'inhibition < D : la souche est dite intermédiaire (I)
[53].

11. Recherche d’une BLSE

La détection de BLSE est réalisée selon deux tests : le test de synergie et le test de

double disque.
11.1. Le test de synergie
a) Principe:

Il consiste a rechercher une image de synergie entre un disque d'antibiotique
contenant un inhibiteur de B-lactamase et les disques de céphalosporines de troisieme
génération (cefotaxime, ceftazidime et céfepime) et l'aztréonam, cette image est dite en
"bouchon de champagne™ [54].

b) Technique

Un inoculum est prépar¢ a partir d’une culture jeune de 18 a 24 h. La gélose Muller-
Hinton est ensemencée par la méthode d'écouvillonnage. Un disque d’amoxiciline/acide
clavulanique est placé au centre de la boite de Pétri distant de 3 cm de disques de
céfotaxime (CTX), ceftazidime(CAZ) et aztréonam (AO) (figure 06 : boite 01). Les boites
sont incubées pendant 18 h a 37°C [55].

c) Lecture

La production des BLSE peut se traduire par 1’apparition d’une image de synergie
en « Bouchon de champagne » entre le disque AMC et CTX/ CAZ/ ATM (figure 07).

En I’absence d’une image de synergie, la production de BLSE sera suspectée devant
toute diminution du diametre autour des disques C3G ou de monobactam. On recherchera
donc une BLSE devant un diamétre inférieur aux valeurs suivantes : CTX = 27 mm, CAZ
= 22 mm et ATM = 27 mm. Dans ce cas, il faut pratiquer un test de confirmation de
production de BLSE [55].

-
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Figure 07 : Description de I’image de synergie.
1 : synergie en entonnoir

2 : synergie en bouchon de champagne.

11.2. Test de double disque
a) Principe
Ce test consiste a rechercher une augmentation de la zone d'inhibition d'un disque de
C3G, precédé par l'application d'un disque contenant I'AMC, comparé a un autre disque
portant la méme céphalosporine et placé cote a cote sur la gélose de Mueller-Hinton [54].
b) Technique
- Préparer une suspension a partir d’une culture de 18 ou 24 h.
-Ensemencer la gélose Mueller-Hinton selon la technique de I’antibiogramme.
-Déposer un disque d’AMC et un disque de C3G (CTX) a une distance de 25mm (centre a
centre).

- Laisser diffuser les antibiotiques a la température ambiante du laboratoire pendant une
heure de temps.

- Apres une heure d’incubation sur la paillasse, oter le disque d’AMC et le remplacer par
un disque de C3G (figure 08).

- Incuber pendant 18 heures a 37°C [55].
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Diffusion

Figure 08 : Schéma explicatif du test du double disque.

c) Lecture
Le test du double disque est positif quand le diameétre d’inhibition du disque de C3G
appliqué apres diffusion du disque AMC est supérieur ou égal a 5mm par rapport au

diamétre d’inhibition du disque de C3G, ce qui indique une production d’une BLSE [55].
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1. Examen macroscopique

Les isolats obtenus ont donné plusieurs aspects sur les milieux. Quelques exemples
sont présentés dans la (figure 09).

VRBG MC DCLS SS

Figure 09 : Quelques aspects macroscopiques sur les différents milieux utilisés.
2. Examen microscopique

Aprés coloration de Gram, 1’observation microscopique montre des bacilles a Gram
négatif (BGN) droits, courts, moyens ou longs, épais ou fins, isolés ou regroupés en
paires, ou en chainettes de longueur variable, ou bien des coccobacilles isolés ou regroupés
en paires. Au total, 65 isolats de BGN ont été obtenus.

3. ldentification biochimique

En raison du temps limité, seulement 40 isolats, parmi 65 ont été soumis a

I’identification.

Les résultats des différents tests réalisés sur I’API20E sont présentés dans le

(Tableau 05).

E
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Tableau 05 : Résultats des tests d’identification biochimique réalisée par 1'API 20 E.
Test \

© zlolollolwl<la I P I P2 P e e Espece Code

s\ |51215/8|G|F|5|82 ¢|8|0|22/9/%|5|2|2F|2
01 s e e s s s e e s e e o e . |- |- |+ |Hafniaalveil Hal
02 sl e el el e lelelelelesle lele e+ |+ |4 |Serratiaodoriferal Sol
03 sl e+ e+ l+s el e lesl s lesl+l- l+l+ !+ |+ |+ |+ |Serratiaodoriferal S.o02
04 e e e e e s e s e s T+ o I T+ - - |- |+ |Hafniaalveil H.a?2
05 o l+ s+ l+l+ o l+l+l+l+l+l+1-1l+!l+ 1+ |+ |+ |+ |Serratiaodoriferal S.03
06 e+ l+ o+l l+ s+l l+l+l+1l- 1+ !l+ 1+ |+ |+ |+ |Serratiaodoriferal S.o04
07 o+ e+ s+ l+ s+ 1+ s+ 1+ - 11+ |+ |- |+ |+ |Enterbacter gergoviae Egl
08 + o I+ 1+l 1+ l+l+l+1+l+1+1-1+1+1+ |+ |+ |+ |+ |Serratiaodoriferal S.05
09 + 0o I+ l+ 1+l -0+ 1+ -1+ 1+ !-14+ 1+ !+ 1+ |+ |+ |Klebsiellaornithinolytica Kol
10 o l+ 1+ l+l+l+l+l+1+l+l+1+!l+1+ 1+ !+ |1+ |+ |+ |Klebsiellaornithinolytica K.02
11 + - l+ 1+ -0+ l+l+l+l+l+1+!l+1-1+1+ 1+ 1+ |+ |+ |Serratiaodoriferal S.06
12 + 0o I+ 1+l 1+ l+l+1+1-1+1+1+!-14+1+ |+ |+ |+ |+ |Serratiaodoriferal S.o7
13 e s e e s e+ s e s+l e+ - |- |- |+ |Hafniaalveil H.a3
14 +l+l+l+l+l+l+l+l+1+l+l+ 1+ 141+ 1+ 1+ |- |+ |Klebsiellaornithinolytica K.03
15 +l+ - 1+ 1+ 1+ l+l+l+1+l+ 1+ 1+ 141+ !+ |+ |+ |+ |Enterbacter sakazakii Esl
16 sl l+ s+l s+ l+ s+ l+ s+ 1+l 4+ 1+ |+ |+ |+ |+ |Serratiaodoriferal S.08
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Tableau 05 (suite).

Jest | ©
flz|lo|o w| < N R x| <|lo|g|Z|<|Espe Cod
Z | o lEl2|x Qo |m|a|g|2 T w| S| | ESpece ode

s\ |5 |2 |9 |o|c|T|5|P|Z2|S|o|o|sS|2|83|2|S|=|%|<

17 S o D A S I S U S S U A S S A A O I S R I I S U S B I S I X_m.cw_.m__m . Ko4
ornithinolytica

18 I S S e I e R I I e e R R R s x_mvm_.m__m . K05
ornithinolytica

19 S S S S e I I I e e I L s i A S T x_%m_.m__m . K06
ornithinolytica

20 ol s e s+ e+ o e+ - - |- I+ |- |+ |- |Proteusvulgaris P.v

21 s+ l+l+ 1+l 1+ l+ 1+l 1+ 1+ s+l |+ |+ |+ |+ |+ |+ |Serratiaodoriferal S.09

29 sl s l+ s+l l+l+ 1+ 1+l l+1l+1- 11+ 1+ l+ |+ |+ |Enterbacter gergoviae Eg?2

23 S T S S e I I a1 S N O S O x_m.cm_.m__m . Ko7
ornithinolytica

24 sl e le e le e e lelelelelsl e+ !+ 4 |+ |4 |Serratiaodoriferal S.010

25 cle e lelelelelelelelelelele o lelel. |+ |+ |Enterbacter sakazakii Ess2

26 + |- |+ |+ |+ |+ |+ |+ |-+ -+ X_m.cm_.m__m . Kos
ornithinolytica

27 + - |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |- |+ |+ |+ |+ X_m.cm_.m__m . K09
ornithinolytica

28 el e o el el e el T la e lele e lelels Klebsiella oxytoca K.ox

29 el e o e el Te e le e e 1o laele s+ 14 |4 |4 |Serratiaodoriferal Soll

30 el le o e ot oo e e T+ lela e ls I+ 44+ |4 |Klebsiellaterrigena K.t




Chapitre 03 Résultat et discussion

Tableau 05 (suite).

Jest
SNHEHHEEBHBEREHEHBHEHE Code
31 o e le e le el lelelealeleslelslelesls!lsls Klebsiella ornithinolytica | K.o 10
32 e le e lele e T les e lele lolelaeslsleslelsls Serratia odorifera 1 S.012
33 el e le e le le lolalele e lelelels s 4|4 |4 |Klebsiellaornithinolytica | K.o11
34 et e e el Telele e le 1o lelels 4 4|4 |4 |Serratiaodoriferal S.013
35 P I PR I R I I I D I I D I I D I I D R Serratia odorifera 1 S.o014
36 S o N S I I S U S A S A I A S I I AT B I B S B S I Enterbacter cloacae E.c
37 el o e e el lela e s ls 1ol 11+ 1+ 4 |4+ |4 |Citrobacter koseri/farmer | C.k
38 o s le e leslelalelelalelesle lelelelslsls Klebsiella ornithinolytica | K.o 12
39 cle e le e le lelelalele e lele 1ols s l4 |4 |4 |Klebsiellaornithinolytica | K.o13
40 el o e le e le lele lelele 1ol 1ols s |4 |4+ |4 |Enterbacter sakazakii Es3

Quelques exemples d'API20E, correspondant a différentes especes, sont présentés dans les figures 10 a 19.
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Figure 11 : Photographie de I'Api 20 de la souche 17 (Klebsiella ornithinolytica).

a Nl =
'
T R & e

Figure 15 : Photographie de I'Api 20F de la souche 40 (Enterobacter sakazakii).

E
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- NN .

Figure 18 : Photographie de I'Api 20F de la souche 37 (Citrobacter koseri/farmeri).

—— - ——

Figure 19 : Photographie de I'Api 20 de la souche 01 (Hafnia alvei 1).
3.1. Répartition des souches isolées selon les genres

La répartition des souches identifiées en fonction des genres est présentée dans le tableau
06 et la figure 20.

E
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Tableau 06: Effectif et pourcentage des souches selon les genres.

Genre Effectif Pourcentage
Klebsiella 15 37,5%
Serratia 14 35%
Enterobacter 06 15%
Hafnia 03 7,5%
Citrobacter 01 2,5%
Proteus 01 2,5%
TOTAL 40 100%

m Klebsiella

B Serratia

= Enterobacter
® Hafnia

= Citrobacter
¥ Proteus

Figure 20 : Répartition des souches en fonction des genres.

D’apreés les illustrations ci-dessus, on y observe une prédominance du genre Klebsiella
(37,5%), suivi par le genre Serratia (35%). Enterobacter occupe la troisieme position avec
une fréquence de 15 %, tandis que les genres Hafnia, Proteus et Citrobacter ont présenté les
pourcentages les plus faibles. Donc la plupart des souches isolées dans notre travail (95%)
appartiennent au groupe Klebsiella-Enterobacter-Serratia-Hafnia (KESH).

Géneéralement, les bactéries de ce groupe sont peu dangereuses, toutefois certaines
espéces (Hafnia sp, E. cloacae, .....) sont susceptibles d’entrainer des intoxications (diarrhée,
vomissements, douleurs abdominales, céphalées) en cas de développement abondant dans un
aliment [56].
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Quant aux Proteus, il s’agit de bactéries saprophytes trés répandues dans le sol et dans
les eaux; elles ne sont pas trés fréquentes dans I’intestin. Les Proteus ne sont pas
géneralement entéropathogenes, cependant certaines souches peuvent étre responsables de
troubles gastro-intestinaux. Ces cas (rares) sont dus a P. vulgaris et autres espéces, a partir de

produits animaux ayant subi une contamination fécale [56].

Concernant Citrobacter, entérobactériec commensale de [D’intestin, il s’agit d’un

contaminant trés courant, qui n’est qu’exceptionnellement entérotoxique [56].
3.2. Répartition des souches selon les especes

La répartition des souches identifiées en fonction des genres est présentée dans le

tableau 07 et la figure 21.

Tableau 07 : Effectif et pourcentage des souches selon les especes.

Espéce bactérienne Effectif Pourcentage
Klebsiella ornithinolytica 13 32,5%
Klebsiella terrigena 01 2,5%
Klebsiella oxytoca 01 2,5%
Serratia odorifera 14 35%
Enterobacter cloacae 01 2,5%
Enterobacter sakazakii 03 7,5%
Enterobacter gergoviae 02 5%
Hafnia alevei 1 03 7,5%
Citrobacter koseri/farmeri 01 2,5%
Proteus vulgaris 01 2,5%
TOTAL 40 100%
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m K.ornithinolytica
m K. terrigena

m K.oxytoca

m S.odorifera

® E.cloacae

= E.sakazakii

= E.gergoviae

= H.alvei

C.koseri/farmeri
® P.vulgaris

Figure 21 : Reépartition des souches en fonction des especes.

Les résultats montrent que I’espéce prédominante est Serratia odorifera (35%), suivie
par Klebsiella ornithinolytica (32,5%). Les autres espéeces ont présenté des fréquences plus
faibles : H.alvei et E.sakazakii (7,5% chacune), E.gergoviae (5%), K.terrigena, K. oxytoca,
E.cloacae, C.koseri, et P.vulgaris ont présenté 2,5% pour chacune.

Dans une étude faite sur des produits d'origine animale [57], K.oxytoca a été
prédominante avec une fréquence de 53,3% des souches isolées a partir d’une viande hachée
de veau; ce résultat est supérieur a celui trouvé dans notre travail (seulement 2,5%).

D’aprés nos résultats, on remarque 1’absence totale des entérobactéries pathogenes :
Salmonella, E. coli et Shigella. Cette absence pourrait étre expliquée par le respect des régles
d’hygiéne au cours des différentes étapes de préparation de la viande : des le recueil des
animaux jusqu’a la présentation de la viande chez le détaillant ; en passant par 1’abattage et
I’éviscération en particulier, puisque la contamination de la viande par ces entérobactéries a

principalement pour origine le tube digestif de I’animal.
4. Test de sensibilité aux antibiotiques
Les profils de sensibilité aux ATB des souches testées sont présentés dans le

(Tableau 08).
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Tableau 08 : Résultats du test de la sensibilité aux antibiotiques.

Espéces

B

Co

IPM

FOS

Serratia
odorifera

So1l

So 2

So 3

w unw w

So 4

So5

So 6

So7

nw un | unw  wnvw |- ("0 |30 CAZ

So 8

So9

So 10

So 11l

So 12

g »w 00|40 0|40 0|0 D || PEF

So 13

w unvw w

So 14

» (D |D|D|D|D|D|DDD|DD 0D TC

mwwm O wmwin unu i n|n nvul v unuim|3D|0 CTX

w unuw umwmn  unwmw

A »w |0 »nw  wnw |0 un|n

w unw  unwum | un wmw

A (0 |0 »n | n un nu un|n|unvn | nv|0(~

(DU);U(D(D(D(D(D(DU)U)U)U)U)C

(D;U(DU)U)(DU)(D(D(D(D(D(D;UF

T (D (DWW (0|0 |D|D|D|D|D || TE

T (DD |»|D|DW|DW|D|D|D|D|D |0 |0 |gxT
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Especes

B

Co

IPM

F

Ko 1

w

Ko 2

»| ©CTX

Ko 3

v | D OFX

Ko 4

w| v 2| 3| PEF

Ko 5

Al »| O

Ko 6

Klebsiella

Ko7

»wl v v o n o> " NA

w| o o

nw mn

ornithinolytica

Ko 8

w

1| »| v v v v o B TE

O O O O O O O O SXT

Ko 9

Kol0

Ko 11

wn| wnl m

Ko 12

w

Ko 13

W| - A W W W A O VW O V| O O AMC

w| O D O 0 »w ™ A AW | IO O O ATM

»w| vl v 3T D D D 0 D VO VO O EOX

Wi O I T » » O O O X

Wl v IO W VO »w IO IO I V| T V| N CAZ

| O I ©»

w| vl vl v v v o o n o oo "GN

wl 1 »n vl n

U)(./)U-)U)U)U)U)U)U)(D(DU)(DC

Wl Olm| O O O Ol O O] O Ol O v

| »w v v

| » vl v

Klebsiella
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Kox

A| D O 0 T » O O O | 0O VO DO O AML

w

A| XO| O AW O O O O O O O O O O TIC
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Py
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Tableau 08 (suite).

Espéces &TB 1 | o s
X X N X LL wn -
S| S| Q| E Clg |2 z]lz| <] n

Cod < | < | F | < nFu ol & | <|]o|Z]|0 L m - w
Citrobacter koseri/ Ck S R R S R S S R S S S S S R S S
farmer

Hal S R R S S S S S S S S S S / S S
Hafnia alvei Ha 2 S S S R S S | S S S S S S R R S

Ha 3 R R R S R S S S S | R R R / R R

Esil S R R R R R R S S S S S S / S S
Enterobacter Es2 |R|S|R|RIR|R|IR|R|s|s|s|s|s|R s | s
sakazakii

Es3 S R R R S R R R S R S | R R S S
Enterobacter Egl | R|S|R|S|s|s|S|1T|R|IR|R|R|S|S R | R
gergoviae Fg2 | R/ R|R|R|S|R|R|IR|S|1|S|1|R|R S | s
Enterabacter Ec |s|s|IRIRISIRIR|1|s|s|s|s|s|R s | R
cloacae
Proteus vulgaris Pv S|IS|IR|R|S|R|R I S S| S| S|S|R S S
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Serratia odorifera : les souches de Serratia odorifera montrent des profils hétérogenes,
mais la plupart sont résistantes aux antibiotiques : TE et SXT. Les souches So 6, S03, So 4,
So 5, So 8 expriment toutes une résistance vis-a-vis des antibiotiques : GN, NA, OFX et PEF.
Toutes les souches de S. odorifera sont multi résistantes a au moins un antibiotique parmi
trois familles, sauf les souches So 12 et So 1. Il y a des souches qui sont résistants a 5, 7, 8, 9

ou 10 antibiotiques parmi 18 ATB testés. A titre d’exemple, So 32 est résistante a 10 ATB.

Klebsiella ornithinolytica : les souches montrent des profils tres différents. 7 souches

parmi 13 sont multi résistantes.

Quant aux souches de K.oxytoca, K.terrigena, Citrobacter koseri et Hafnia alvei, elles

sont généralement sensibles sauf la souche Ha 3 est multi résistante (résiste a 9 ATB).

Parmi les 3 souches d'E.sakazakii, la souche Es 6 est multirésistante, tandis que toutes
les souches des espéces E.gergoviae et E. cloacae sont multirésistantes. Concernant la de

Proteus vulgaris, elle montre une sensibilité a la plupart des ATB testés.

Les 40 souches isolées sont réparties dans les trois catégories : résistante, sensible et

intermédiaire selon le (tableau 09) et illustrée dans la figure 22.

Tableau 09: Pourcentage de sensibilité aux antibiotiques des entérobactéries

isolées.

o _ N°'® des souches (Pourcentage)
Antibiotique Sigle Résisl,?tante Intermlédiaire Sengible
Amoxicilline AML | 21 (52,5%) 00 (00%) 19 (47.5%)

+
ngg}']'lgﬂg acide | AMc |19 (47,5%) | 00 (00%) 21 (52.5%)
Ticarcilline TiC 37 (92.5%) 00 (00%) 03 (7.5%)
Aztreonam ATM | 21 (52.5%) 00 (00%) 19 (47.5%)
Cefoxitine FOX [ 15 (37.5%) 00 (00%) 25 (62,5%)
Cefotaxime SIX'1 18 (45%) 01 (2,5%) 21 (52.5%)
Céftazidime CAZ | 17 (42.5%) 02 (05%) 21 (52,5%)
Imipéneme IPM |12 (30%) 12 (30%) 16 (40%)
Amikacine AN 02 (05%) 02 (05%) 36 (90%)
Gentamicine GN 10 (25%) 04(10%) 26 (65%)
Acide nalidixigue NA 13 (32.5%) 02 (05%) 25 (62.5%)
Ofloxacine OFX | 16 (40%) 06 (15%) 18 (45%)
Péfloxacine PEF |15 (37.5%) 05 (12.5%) 20 (50%)
Fosfomycine FOS |22 (62,85%) 00 (00%) 13 (37,15%)
Chloramphenicol C 01 (2.5%) 00 (00%) 39 (97.5%)
Furanes F 02 (05%) 00 (00%) 38 (95%)
Tetracycline TE 19 (47.5%) 01 (2.5%) 20 (50%)
Trimethoprime-
Sulfaméthoxazole SXT |19 (47,5%) 01 (2.5%) 20 (50%)

.
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N.B parmi les 40 souches, seulement 35 souches ont été testées avec le FOS a cause du
manque de ces disques.

100 -

90 +
80 -
70 -

60 - )
1 Sensible

B Intermédiaire

50 -
40 - -~
m Résistante
30 -

20 -

10

AML
AMC
Tic
ATM
FOX
CTX
CAZ
IPM
AN
GN
NA
OFX
PEF
FOS
TE
SXT

Figure 22 : Histogramme représentatif de la sensibilité aux antibiotiques des souches

isolées.

Les résultats obtenus nous ont permis de constater que les antibiotiques les plus actifs
par ordre decroissant sont : C (97,5%), F (95%), AN (90%), GN (65%), NA et FOX (62.5%).

Les résistances les plus marquées sont observées a 1’égard des antibiotiques : Tic
(92,5%), FOS (62.85%), ATM et AMX (52,5%), AMC, TE et SXT (47,5%). Cependant, on
peut dire que tous les antibiotiques testes sont touchés par la résistance mais a des degreés
variables.

Concernant I’efficacité des aminosides, I'amikacine (active sur 90% des souches) s'est

montrée plus efficace que la gentamicine (65%).

E
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5. Détection des BLSE

Parmi 40 souches en a effectués les testes de détection seulement pour 38 souches les
2 souches restant n'ont pas présenté les diametres caractéristiques des souches suspectes d’étre
productrices les BLSE (voir chapitre matériel et méthodes : test de synergie).

Les résultats des deux tests réalisés sont représentés dans le (tableau 10).

Tableau 10: Résultats des tests de détection de BLSE.

Test Test de synergie Test de double disque
Positif Négatif + Positif Négatif
Résultats
03 29 06 23 15

+ :synergie faible

On remarque dans nos résultats que le test de synergie a permis la détection de la
production de BLSE chez seulement 3 souches (7.5%); alors que le test du double disque 1’a
confirmé chez 23 souches (57.5%). Ce qui prouve I’importance de réalisation des tests de

confirmation ; pour éviter les problémes de faux négatifs et de faux positifs.

Synergie

Figure 23 : Photographies du test de synergie positif.
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Figure 24 : Photographies du test de double disque positif.
Disque a gauche : CTX.

Disque a droite : CTX remplacant I'AMC.

6. Fréquence des EBLSE

Les effectifs et les fréquences des différentes especes EBLSE sont présentés dans le
tableau (11) et la figure (25).

Tableau 11 : Effectifs et pourcentages des souches EBLSE en fonction des espéces.

Effectif des souches

Espéce EBLSE Fréquence (%)
Serratia odorifera 09 39.13
K.ornithinolytica 06 26.09
K.terrigena 01 04.35
Hafnia alvei 02 08.69
E.gergoviae 01 04.35
E.sakazakii 02 08.69
E.cloacae 01 04.35
Proteus vulgaris 01 04.35
Total 23 100

E
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m S.odorifera

m K.ornithinolytica
m K.terrigena

m H.alvei

® E.gergoviae

= E.sakazakii

= E.cloacae

= P.vulgaris

Figure 25: Répartition des souches EBLSE en fonction des espéces.

Au total, nous avons détecté la production des BLSE chez 23 souches d’entérobactéries,
ce qui correspond & 57.5%. Ce résultat est proche de celui trouvé par [57] et qui était 50%.
De méme, notre résultat est trés proche de celui rapporté dans une étude similaire [58] ou la

fréquence était de 59%.

D’aprés la figure 25, on remarque une prédominance des espéces Serratia odorifera et
K.ornithinolytica. Ce résultat différe de celui rapporté par [57], ou E.coli et K.oxytoca étaient
prédominantes. Dans une autre étude [58], E.coli et Serrtia fonticola était les plus fréquentes.
Cependant certaines espéces EBLSE trouveées dans notre travail (E.cloacae et P.vulgaris) ont

été rapportées par Usoz et al [58] comme productrices de BLSE.
7. Sensibilité aux antibiotiques des souches EBLSE

Les résultats de sensibilité des souches EBLSE aux antibiotiques sont présentés dans le
(tableau 12).
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Tableau 12 : Pourcentage de sensibilité aux antibiotiques des EBLSE.

Nbr de souches (Pourcentage des souches)

Antibiotique Sigle Résistante | Intermédiaire Sensible
R I S

Amoxicilline AMX | 08 (34.78%) 00 (00%) 15 (65.22%)
Amoxicilline+acide | \\ic 12 52.17%) | 00 (00%) 11 (47.83%)
clavulanique
Ticarcilline TIC 22 (95.65%) 00 (00%) 01 (4.35%)
Aztréonam ATM | 14 (60.87%) 00 (00%) 09 (39.13%)
Céfoxitine FOX |09 (39.13%) 00 (00%) 14 (60.87%)
Céfotaxime CTX |12(52.17%) |01 (4.35%) 10 (43.48%)
Céftazidime CAZ |12 (52.17%) 02 (8.70%) 09 (39.13%)
Imipénéme IPM 06 (26.09%) 06 (26.09%) 11 (47.82%)
Amikacine AN 00 (00%) 01 (4.35%) 22 (95.65%)
Gentamicine GN 04 (17.39%) 02 (8.70%) 17 (73.91%)
Aicide naildixique NA 04 (17.39%) 01 (4.35%) 18 (78.26%)
Ofloxacine OFX | 07 (30.43%) 05 (21.74%) 11 (47.83%)
Pefloxacine PEF 06 (26.09%) 04 (17.39%) 13 (56.52%)
Fosfomycine FOS 06 (31.58%) 00 (00%) 13 (68.42%)
Chloramphénicol C 01 (4.35%) 00 (00%) 22 (95.65%)
Furanes F 02 (8.70%) 00 (00%) 21 (91.30%)
Tétracycline TE 08 (34.78%) 01(4.35%) 14 (60.87%)
Triméthoprime- SXT |09(39.13%) |01 (4.35%) 13 (56.52%)
sulfamethoxazole
Total 23 (100%6)

En comparant les résultats obtenus dans notre étude a ceux rapportés dans une étude
espagnole [58] on peut constater que nos souches présentent des taux de résistance plus
élevés vis-a-vis vis des antibiotiques : CAZ (52.17% contre 27.7% dans I’autre étude), AMC
(52.17% contre 43%) et ATM (60,87% contre seulement 36%). Par ailleurs, nos souches
présentent des taux de sensibilité moindres concernant les antibiotiques : FOX (60.87% contre
86% dans 1’autre étude), FOS (68,42% contre 94.8%) et GN (73.91% contre 94%). Donc, on
peut conclure que les souches EBLSE isolées dans notre travail montrent des niveaux de

résistance importants.

-
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Figure 26: Histogramme représentatif de la sensibilité aux antibiotiques des souches
EBLSE.

D’aprés la figure 26, on remarque que les souches EBLSE ont présenté des taux de
résistance variables, vis- a- vis des différents antibiotiques, a 1’exception de 1'amikacine dont
aucune résistance n'a été marquée. Les aminosides restent généralement plus efficaces que les
quinolones.

> Serratia odorifera

Les souches EBLSE sont : Sol, So 3, So 4, So 8, So 9, So 10, So 11, So 12, So 13.
Toutes ces souches sont résistantes a la ticarcilline. A I’exception des souches So 1 et So 11,
la totalité des souches résiste a TE et SXT. Parmi les aminosides et les quinolones testés,
I'amikacine reste trés active (8/9 souches sont sensibles). Le Chloramphénicol et les furanes

restent encore actifs sur la majorité des souches.
» Klebsiella ornithinolytica

Les souches EBLSE sont: Ko 3, Ko 4, Ko 5, Ko 6, Ko 9, Ko 10. Les antibiotiques :
AN, GN, NA, C, F et TE sont actifs a 100% sur ces souches.

» Klebsiella terrigena
La souche Kt apparait sensible a la plupart des ATB testés.

> Enterobacter sakazakii

5
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Deux souches de cette espece sont productrices de BLSE : Esl et Es 3. La souche Esl
est sensible aux antibiotiques autres que les f-lactamines. Par contre la souche Es3 montre des
résistances a 1’égard des ATB : AMC, Tic, ATM, CTX, IMP, CAZ, GN, PEF et FOS.

» Enterobacter gergoviae

La souche Eg 2 présente un profil tres proche de celui de Es 3, sauf qu’elle est

intermédiaire vis-a-vis de GN et résistante 3 AML.
> Enterobacter cloacae

La souche Ec est sensible dans I’ensemble, mais elle montre une résistance vis-a-vis de

FOS et SXT.
» Hafnia alvei

Les souches Ha 1 et Ha 2, sont sensibles a la plupart des antibiotiques.
» Proteus vulgaris

La souche Pv résiste seulement a5 ATB : Tic, ATM, CTX, CAZ et FOS.
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Conclusion

Ce travail a été réalisé pour évaluer la fréquence de contamination de la viande rouge
par les entérobactéries productrice des P lactamases a spectre étendue EBLSE ces dernier

causer des problemes de santé tel que des toxi infection alimentaire.

Dans cette étude on a identifi¢ 40 souches présentées par des différentes especes. les
especes les plus dominant appartient aux genre Klebsiella présenté principalement par
I’espece Klebsiella ornithiolytica , aussi le genre Seratia et Hafnia .Mais on a pas isoler des

entérobactéries pathogene .

Les résistances les plus marquées sont observées a I’égard des antibiotiques : Ticarciline
92,5%, Céfoxitine 62.85%, Aztréoname et Amoxiciline 52,5%, Amoxiciline /Acide
clavulanique et Tétracycline et Triméthoprime-sulfamétoxazole 47,5%. Les taux de
résistance des quarante souches d’entérobactéries aux B-lactamines sont élevés.

Les résultats des tests de détection des BLSE nous ont permis de cribler 23 souches de
EBLSE soit 57.5% parmi les entérobactéries totales, avec une prédominance de l'espece S.

odorifera 39.13% et K.ornithiolytica 26.09 %.

En perspectives, nos résultats obtenus au cours de notre étude restent préliminaires et
méritent d’étres exploiter et compléter par :
v Identification de type de B-lactamases par des réactions de PCR et séquencage des génes
(méthode moléculaire)
v" Recherche des génes de résistance aux autres familles d’antibiotiques associés aux -
lactamases,

v’ Elargir la période d’étude afin d’avoir des résultats représentatifs et significatifs.

Il n’existe pas d’études randomisées controlées pour le traitement les problémes des
entérobactéries productrices BLSE. Les recommandations sont basées sur des revues de

littérature de petites séries de cas traités avec différents antibiotiques.
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Annexe

Milieux de culture utilisés

Les compositions sont données pour un litre de milieu.

1) Tryptone- sel

Composition
e Tryptone (peptone de caséine) : 1,09
e Chlorure de sodium : 8,59

PH final 425°C : 7,0

Préparation
Dissoudre le tryptone et le chlorure de sodium dans 1 litre d’eau pure. Si nécessaire,
chauffer sous agitation fréquente pour dissoudre completement la suspension. Répartir en

tubes ou en flacons. Autoclaver 15 minutes a 121°C.

2) Gélose Glucosée Biliée au Cristal Violet et au Rouge neutre (VRBG)
Composition
e Digestion pancréatique de gélatine : 7,0 g
e Extrait de levure : 3,09
e Chlorure de sodium : 5,09
e Sels biliaires : 1,5¢
e Glucose Monohydraté : 10,0g
e Rouge neutre : 0,039
e Cristal violet : 0,002g
e Agar:150¢9
pH final : 7,4 £ 0,2

Préparation

Suspendre 41,5 g de milieu dans un litre d’eau distillée. Bien mélanger. Faire bouillir en
agitant fréquemment pendant 1 minute jusqu’a dissolution compléte. Refroidir a 45°C et
utiliser immédiatement. 1l peut aussi étre réparti et stérilisé en autoclave a 118°C pendant

15 minutes. Ne pas surchauffer ou réchauffer de milieu.



3) Gélose Mac Conkey
Composition
e Peptone: 20,09
e lactose:10,0¢g
e Sels biliaires : 5,0 g
e Cristal violet: 0,001 g
e Rouge neutre: 0,075 g
e Chlorure de sodium: 5,0 g
e Agar:12,09
pH final 7,4 £ 0,2

Préparation
Suspendre 529 dans 1 litre d'eau distillée. Porter a ébullition pour dissoudre complétement.
Stériliser a l'autoclave a 121°C pour 15 minutes. Verser dans des boites de Pétri stériles.

4) Bouillon au sélénite/ bouillon SFB (Selenite-F Broth)
Composition

e Tryptone:50¢g

e lactose:4,0g

e Phosphate disodique : 10,0 ¢

e Sélénite acide de sodium : 4,0 g
pH=7,0

Préparation

Mettre en suspension 23,0 g de milieu déshydraté dans 1 litre d’eau distillée. Porter a
¢ébullition lentement, en agitant jusqu’a dissolution compléte. Maintenir 1’ébullition
pendant 2 minutes. Ne pas autoclaver. Refroidir rapidement. Répartir en tubes ou en

flacons stériles en remplissant les contenants aux 2/3 de leur capacité maximale.

5) Gélose Désoxycholate Citrate Lactose Sucrose (DCLYS)
Composition

e Peptone:7,0g

e Extrait de viande : 3,0 g



e lactose:50g9
e Citrate de sodium:10,5¢
e Citratedeferlll:1,09
e Désoxycholate de sodium : 2,5 g
e Rouge neutre: 0,03 g
e Thiosulfate de sodium 5,0 g
e Agar-agar: 12,09
pH final : 7,2 £ 0,2

Préparation
Mettre en suspension 49,5g du milieu dans un litre d’eau distillée. Bien mélanger. Chauffer
jusqu’a ébullition et dissolution compléte. Ne pas surchauffer. Ne pas autoclaver. Laisser

refroidir (45 a 50°C) et répartir en boites de Pétri.

6) Gélose Salmonella-Shigella (SS)
Composition

e Peptone:50¢

e Extrait de viande : 5,0 g

e lactose 10,0¢g

e Citrate de sodium: 10,09

e Citratedefer 111,09

e Sels biliaires :8,5 ¢

e Rouge neutre : 25mg

e Thiosulfate de sodium:8,5¢

e Vert brillant: 3,3 mg

e Agar-agar: 12,09
pH final : 7,3

Préparation
Suspendre 63 g dans 1 litre d'eau distillée. Porter a ébullition en agitant fréqguemment et

laisser dissoudre completement. Ne pas autoclaver. Verser dans des boites de Pétri.



7) Gélose Nutritive (GN)

Composition

e Extrait de viande : 1,0g

e Extrait de levure : 2,59

e Peptone : 5,0g

e Chlorure de sodium: 5,0 g
e Agar:1509

pH: 7,0

Préparation

Mettre en suspension 20,0 g dans 1 litre d’cau distillée ou déminéralisée. Porter lentement
le milieu a ébullition sous agitation constante et 1’y maintenir durant le temps nécessaire a
sa dissolution. Répartir en tubes ou en flacons. Stériliser a ’autoclave a 121°C pendant 15

minutes.

8) Gélose Mueller-Hinton (MH)

Composition

¢ Infusion de viande de beeuf : 300 g
e Peptone de caséine : 17,5 ¢

e Amidondemais: 159

e Agar:17,09

pH=7,4

Préparation

Mettre en suspension 38 g de poudre dans 1 litre d’eau distillée. Homogénéiser puis
chauffer en agitant. Porter a ébullition pendant environ une minute. Stériliser la gélose a

I’autoclave durant 15 minutes a 121,1°C.



Tableau : Résultats détaillés des tests de détection des BLSE.

Espéce Teste de synergie Test de double disque

Hal - +
So5 - +

So 12 +/-avec CTX -

Ko 9 + avec CAZ -

Ko 7 - +

Ko 14 ) +

Ko 13 - -

Eg?2 +/- avec ATM +

So 13 +/- avec CTX -

Ez3 +/- avec ATM +



Ko 14

So 2
Ha 3
Ez1

So4
Ck1
Ko 8
Ko 11
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des formulations tirées d'un ouvrage, article ou mémoire, en version imprimée ou

électronique, sans mentionner précisément leur origine et que les citations intégrales sont

signalées entre guillemets.

Sanctions en cas de plagiat prouvé :
L'étudiant sera convoqué devant le conseil de discipline, les sanctions prévues selon la
gravité du plagiat sont :

- L'annulation du mémoire avec possibilité de le refaire sur un sujet différent ;

- L'exclusion d'une année du master ;
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Signature de I'étud:ant(e)

— L'exclusion définitive.




