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1.1.1. Définition des Entérobactéries

Le nom entérobactéries a été d'abord proposé par Rahn en 137 (Baylis ef al., 20 ). Les

membres de cette famille souvent appelés entérobactéries ou bactéries entériques (du grec enterikos,
appartenant a I’intestin) (Prescott ef al., 2000).

Ile ]

% Bacilles a Gram négatif ;
¢ Mobiles avec ciliature péritriche ou immobiles;
«» Poussant sur milieux de culture ordinaires;

¢ Aéro-anaérobies facultatifs;

* Fermentant le glucose avec ou sans production de gaz;
+» Réduisant les nitrates en nitrites;

< Oxydase négatif (Avril ef al., 1992).

L.1.2. Classification des Entérobactéries

Domaine : Eubacteria.

Phylum : Proteobacteria.

Classe : Gammaproteobacteria.

Ordre : Enterobacteriales.

Famille : Enterobacteriaceae (Boone et Garrity., 2001).

Cette famille bactérienne compte actuellement 53 genres (plus de 170 especes).

1.1.3. Caractéres culturaux des Entérobactéries

Les Enterobacteriaceae se développent bien dans un bouillon ou sur une gélose ordinaire

incubés 18 heures a 37°C.

Les formes S (smooth) sont l'aspect habituel au rde | 1 sont lis

bombées, brillantes et humides, elles ont 2 3 4 mm de diamétre. Le bouillon est trouble de fagon

homogene (Avril ef al., 1992).









1.2.5. Les souches variants d’Escherichia coli

1l existe plusieurs souches d’Escherichia coli que I’on retrouve en pathc gie humaine. Ces

« niers ont la capacité de provoquer des infections intestinales ou extraitestinales (Cohen et al.,

A les T e T ) inte: s st classées en six
souches : les EPECs pour « Enteropathogenic E. coli », les EHECs « Enterohaemorrhagic E. coli »,
les ETEC « Enterotoxigenic E. coli », les EIECs « Enteroinvasive E. coli », les EAECs«

Enteroaggregative E. coli »et les DAECs « Diffusely adherent E. coli » (Elliott et al., 2011).

I. Les Escherichia coli entérotoxinogénes (ETEC)

Les ETEC sont & I’origine d’épisodes de diarrhée aqueuse, modérée a sévére, peu fébriles,

associés a des nausées et a des crampes abdominales (Kaper ef al.,. 0

Les souches Escherichia coli entérotoxinogenes ont le pouvoir d’exprimer un ou plusieurs
entérotoxines (Baylis et al., 2011) responsable des diarrhées et différentes par leur stabilité a la

chaleur: I’entérotoxines stable (ST) et I’entérotoxines labile a la chaleur (LT).

Les génes codant pour ST, LT et les facteurs de colonisation sont portés par les
plasmides.Escherichia coli entérotoxinogénes se trouve en grande partie dans les pays en cours de

développement (Prescott et al., 2000).
1.2.5.2. Les Escherichia coli entéroinvasives (EIEC)

Les Escherichia coli entéroinvasives sont semblables au Shigella biochimiquement,
génétiquement et pathologiquement. Habituellement véhiculé par la nourriture. EIEC a  re aux

cellules épithéliales de I’iléon ou du colon, qu’il envahit et détruit (Paul et al., 2( 1).

Les Escherichia coli entéroinvasives peuvent causer la dysenterie (Roland et al., 2006). La
présence de leucocytes dans les selles est le témoignage du processus invasif (Avril et al, 1992).

Cette propriété invasive est associée a la présence d’un grand plasmide. Les EIEC produisent aussi

une cytotoxine et une entérotoxines (Prescott et al., 2000).


















1.2.8. Les ilots de pathogénicité

Un ilot de pathogénicité est un groupe ou cassette de y s qui co nt pot un ensemble de
caracteres de virulence. L’ilot de pathogénicité de 35kb appelé locus d’effacement des entérocytes
(LEE) est présent dans toutes les souches d’EPEC (Paul ef al., 2004). Les genes responsables des
lésions A/E sont portés par le locus chromosomique LEE, codant un syst : de sécrétion

lier, 9

2012).

Les souches d’UPEC (E. coli uropathogéne) contiennent un ilot de pathogénicité de70Kb

(I’ilot PAI-1) qui code pour une hémolysine (Stamm ez al., 2001).

~
+

Figure 1 : Les éléments génétiques mobiles.
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Lilot pks posseéde 23 génes (clbC, clbG, clbl, cIbN, clbO, clbP, clbR et clbA), a I’exception
du e CIbM, toutes les prot€ines codées par le cluster pks sont né e pour que la machinerie

puisse produire un métabolite final actif putatif, la «Colibactine».

Plusieurs souches d’Escherichia coli commensales et extraitestinales de groupe
phylogénétique _2 codent pour des NRPS et des PKS. Ce sont enzymes mt ifonctionnelles, qui
sont trouvés dans des bacte s et des ch: ] i 3 1 de
2006).

ye






Les bactéries sont dites multirési ntes aux antibiotiques lorsque, du fait de I’accumt tion des
résistances naturelles et acquises, elles ne sont plus sensibles qu’a un petit nombre d’antibiotiques

habituellement actifs (Franck, 2007).
1.4.2.2. Les types de la résistance bactérienne

Il 2.

résistance acquise.

Lot
<

a.La résistance naturelle ou intrinseque

Est présente chez toutes les bactéries de la méme espéce ou du méme genre bactérien. Elle délimite

le spc e d’action des antibiotiques (Courvalin, 2007)
b.La résistance acquise

Résistance qui apparait chez des bactéries jusqu’alors sensibles aux antibiotiques,
consécutives a des modifications de I'équipement génétique chromosomique ou elles ne concernent
que quelques souches d'une méme espeéce mais peuvent s'étendre. Ces changements (Lavigne,

7).
Ces bactéries peut devenir résistant par :

< mutation chromosomique
% l'acquisition d'un nouveau matériel génétique qui code les protéines responsables du

hénotype de résistance (Fred, 2009).
1.4.2.3. Mécanismes de la résistance

1ls peuvent étre regroupés en quatre grands types de mécanisme (Tableau 02)
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11.1.1.2.M ieux liquides

Milieu «Bouillon nutritif»: pour la purification d’ Escherichia coli.

Milieu «Moe! ™ additionné d’arginine, d’ornithine, de lysine:pour la recherche de ADH,
ODC et LDC.

Milieu < le»: pc  lan “erched’uré etlaprodi iond K

Eau distillée: pour la préparation de I’eau physiologique.

Eau physiologie: pour la préparationdes suspensions bactériennes d’ Escherichia coli.

I1.2. Produits chimiques et réactifs

LN N N N U N N NN

Chlorure de sodium (Nacl) : pour préparer |’eau physiologique.

Violet de gentiane.

Fuschine.

Lugol.

Alcool.

Huile a émersion.

—u oxygénée (H, _.) : pour rechercherl’enzyme Catalase.

Réactif«k KOVACS»:pour mettre en évidence la production d’indc¢

Réactifs KOH (VP1) et d’alpha-naphtol (VP2):pour mettre en évidence production

d’acétyl-méthyl-carbinol (acétoine).

I1.3.Disques d’antibiotiques

v
v
v
v

Amoxicilline(25pg).
Streptomycine (500pg).
Pénicilline (10pg).
Colistine sulfate(50pug).

I1.4.Autres matériels

I1.4.1.Appareillages

v
v
v
v

Etuve a175° (Memmert).

Etuve a37°c (Memmert, INB500).
Réfrigérateur (EniEM).
Autoclave (Pbibrand).

-18 -






Partie 11 Matériel et méthode

v T ar

v Microscope optique (Olympus).
I1.4.2.Verrerie et autres

Lames.

.istallisoir contenant un désir : it.
Flacons stériles.

Tubes a essai stériles.
Pipette graduée (10ml).
Boites stériles.
Anse de platine stérile.
Eppendorfs stériles.
Coton tiges stériles.
Cures dents stériles.
Emportes piéces.
Portoirs.

Pince.

N N N N N N N N N N N W N N

Pipteur.
IL5.] thodes
5.1.1’origine des souches bactériennes
L’ensemble des souches d’ Escherichia coliont été fournies par:

v Le |l oratoire de phytopharmacologie et phytochimie (LPP) de I’Université de Jijel (50
souches).

v" Le laboratoire central de 1’hopital de Taher (10 souches).
f¢ no que:

v 41souches fournies par le laboratoire de phytopharmacologie et phytochimie (LPP) ont été
soumit a un screening d’aprés la méthode décrite par (Vallanceet al., 2002)
v' degér de virulence: Clbn, hiyF, kpsMT(k1), hiyA, sfa/fo %, f17, cnf, papEF, afa/draBC.

v Les souches fournies par le laboratoire central de 1’hopital de Taher n’ont pas €té soumit a

un screening de génes de virulences.

-19-









Partie 11 Matériel et méthode
» Observation au microscope
v’ Observer la préparation au microscope optique (objectif x 100 & immersion).

e Lecture

I1.7. Profile de Videntification d’Escherihcia coli
.7.1. La galerie biochimique classique
¢ Recherhce de la Catalase

La catalase est uneenzyme qui permet de dégrader 1’eau oxygénée issue de la voie respiratoire

oxydative directe en eau et en oxygéne libre qui se dégage sous forme gazeuse.

Catalase

HzOz e HZO'*‘%Oz

e Technique
Elle est décrite par (Dart, 1996; Lansing ef al., 2003).
v Déposer sur une lame de verre 1 ou 2 gouttes d’eau oxygénée (H>O.).
v Prélever une colonie a I’aide d’une pipette Pasteur.
v _.ssocier la culture dans la goutte d’eau oxygénée (H,O,).
e Lecture
v La présence d’une catalase se traduit par la formation de bullesdue a un  gagement gazeux

immédiat.

< Métabolisme glucidique
. ftaque du mannitol (n ™ 0 ol mobilité)
e Principe
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Partie 11 Matériel et méthode

Le mannitol est un produit dérivé du D-Mannose sa dégradation comparable a celle du glucose

et conduit a la formation d’acide a chaine trés courtes comme I’acide acétique.

Le milieu mannitol mobilité permet d’étudier, outre la dégradation du mannitol, la mobilité des

germes bactériens.

Elle est effectuée par méthode décrite par (Guiraud, 1980).

v Le milieu est ensemencé par piqlre centrale avec anse de platine puis incuber a
37°Cpendant 24h.
e Lecture
v Fermentation du mannitol : virage du milieu au jaune.
v Dans le cas contraire le milieu garde sa couleur initiale.
v Mobilité : les germes mobiles diffusent & partir de la strie d’ensemencement en créant un

troul :du milieu, les germes immobiles cultivent uniquement le long de la strie d’ensemencement.
® Utilit¢é du milieu TSI (milieu complexes permettant I’étude simultanée de plus irs

sucres)

e _.incipe
Le milieu TSI permet la recherche de cinq (05) caractéres:

Glucose (recherche au niveau du culot.
Lactose (recherche au niveau de la pente.
Saccharose (recherche au niveau de la pente).

H-S: noircissement du milieu.

AN NN

Gaz: de nombreux germes conduisent a I’attaque des glucides jus 1’au stade CO,.
La présence du gaz se traduit soit par des bulles d’air, soit par décc ementdelag ose.
o Technique
v' Ensemencer le milieu TSI a I’aide d’une anse de platine stérile par piqire centrale dans le

culot et par des stries superficielles sur la pente.

v Aprés I’incubation & . ) _ pendant 24h, on fait la lecture.
e Lecture
v ucose fermenté, le culot est jaune, s’il ne I’est pas le culot reste rouge.

v Le lactose fermenté, la pente verte au jaune, s’il ne I’est pas, la pente est rouge.

-24 -



¥ Production du sulfite d’hydrogene (H,S), le culot et la pente sont noires.

_ il y a ..rmation de bulle de gaz, le glucose est ..rmenté avec production du gaz.
% Métabolisme protéique et des acides aminés

* Recherche d’uréase et la production d’indole

e But
Ce test permet de connaitre si la bactérie posséde I’uréase et capable de production d’indole.
e Principe

Les microorganismes possédant une uréase trés active transforment I’urée en ammoniac et en

carbonate d’ammonium.

CONH)#+H0 | ——» | 2NHs+CO;

COy+ 2NH; + H,0 — CO; (NHs),

Cette réaction se traduit par une alcalinisation du milieu, décelable par un indicateur coloré. La

recherche de I’uréase peut s’effectuer par culture sur milieu liquide urée-indole.

Apres culture, ce milieu prend une teinte rouge due a 1’augmentation du pH, si 'urée est

dég 1éelemil 1incub¢ rtensuite a la caractér tion del'indole parla  :tion de KOVACS.

e Technique
Elle est effectuée par méthode décrite par _ _ 1iraud ef al.,1980).

v Ensemencer le milieu urée-indole a I’aide d’une anse de platine stérile, puis on I’incube
pendant 24 heurs a 37°C , par la suite, on ajoute 3 gouttes de réactifs d’Erlik- Kovacs le long

des parois du tube, on homogénéise et on laisse reposer.
o Lecture

v' Si le test pour ’uréase est positif : il y a virage de couleur au rouge violacé uréase (+).

Silet | 1rl’uréase estni _ tif: il n’y a aucun changement de couleur uréase (-).
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Partie II Matériel ot méthada

v

AN NEEAN

Apres ajouter le réactif d’Erlick-kovacs: la formation d’un anneau rouge en surface indique
la présence d’indole.

= Recherche des décarboxylases

Lysine décarboxylase (LDC).

Ornithine décarboxylase (ODC).

A " dil ).

Objectif

Recherche si la bactérie ayant des enzymes: LDC, ODC, ADH i dégradent des acides
aminés.

Principe

Les enzymes (LDC, ODC, ADH) dont I’action est favorisée en m eu acide, forment a partir

des acides aminés, des substances alcalines qui font virer un indicateur de pH.

La lysine est alors transformée en cadavérine.

Lysine décarboxylase (LDC)

NHz-(CH2)4-CH-COOH \ > NHZ'(C HZ)S"NHZ
|
NH,
Lysine Cadavérine

-26 -












Partie 11 Matériel et méthade

Les disques de papier imprégnés avec une concentration déterminée d’agent antimicrobien
sont déposés a la surface d’un milieu adéquat préalablement ensemencé avec un inoculum

calibré d’une culture pure de la bactérie a tester.

Apres incubation, les boites de Pétri sont examinées et les zones d’inhibition entourant les
disques sont mesurées et comparées aux valeurs critiquesdes différents agents antimicrobiens
testés, afin de déterminer la catégorisation clinique (résistant, intermédiaire, sensible). Le

diamétre de la zone d’inhibition est proportionnel a la il €
e Technique

La méthode utilisée est celle de la diffusion sur gélose décrite par (Carbon¢ zet al., 1987),

et selon les conditions du travail au laboratoire, elle est effectuée sur 60 souches E. coli.

» Préparation de milieu gélosé
v Faire fondre la gélose «Mueller Hinton » dans un bain marie a 100°C.
v’ Laisser refroidir, puis couler dans les boites de Pétri et laisser prendre en masse.
» Préparation de I’inoculum
v' A partir d'une culture pure de la gélose nutritive inclinée toucher a I’ai  de I'anse de
platine stérile le sommet de 3 ou 4 colonies bien isolées et parfaitement i ntiques.
Décharger I’anse de platine dans 10 ml d’eau physiologique.
Bien homogénéiser la suspension bactérienne.
Ensemencement
Ensen certoute la surface par étalement & ’aide d’un coton-tige préalablement stérilisé.

Application des disques

<NV X Vv X

Aprés séchage des boites, les disques choisis sont déposés a I’aide d’une pince stérile sur la

surface de la gélose.

AN

Une distance minimale de 1,5 cm doit séparer un disque périphérique au bord de la boite.

v Incubation est effectuée a 37°C pendant 24 heures.

o Lec -e
Apres 24h d’incubation

v Une souche est dite sensible a un antibiotique si sa croissance peut étre ré ite par un

traitement standard a base de cet antibiotique.
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v Une souche est dite intermédiaire a un antibiotique si elle n’est pas atteinte par un traitement
standard, mais si une augmentation de la dose d’antibiotique permet de détruire ce
germe.Cette augmentation peut étre celle de la dose administrée ou celle de la concentration
tissulaire.

v ' tibiotiq e it nt,

mémeena-~mentantlesd d o7 W s,
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Et on peut donner comme exemples, Les toxines décrites chez les ExPEC, on trouve alpha
hémolysine est codée par le cluster AlyA, elle peut inhiber ’activation d’AKt (protéine kinase B) et
provoquer des oscillations de la concentration de calcium cellulaire, ce qui module la survie de la
cellule héte, la réponse inflammatoire, la prolifération et le métabolisme (Wiles et al., 2( 3 ;
Hacker et al., 2000 ; Hammon et al., 2007). Elle peut provoquer une lyse cellulaire ou la libération
du contenu cytosolique (Ramos, 2010). hlyF est porté par certains plasmides impliqués dans

différentes maladies extra-intestinales.

Les toxines nécrotiques sont considérées comme des toxines protéolytiques ..ergh ef al.,

2007). L enff i la 1 I tion s éines GTPases de la
famille Rho (Wiles, 2008).

La colibactine (c/bN) qui fait partie des protéines sidérophores, mais cette toxine provoque
des cassures double brin d’ADN des cellules de leur hote, ce qui la qualifie d’étre a I’origine de
cancers et/ou de nécroses cellulaires. Les souches d’Escherichia coli productrices  la colibactine

appartiennent généralement au groupe phylogénétique I' ™ (Homburg et al,. 2007).

Parmi les adhésines, des souches uropathogénes humaines se trouvent de I’adhésine G
(Rhen ef al., 1986), et qui est un membre de la famille des fimbriaes f17, ces ires ont comme
récepteurs différentes parties de molécules contenant une entité " N-Acétyl-DGlucosamine "
terminale dans leur portion saccharidique, sont en fait bien mieux connus chez les animaux, plus

particuliérement chez les ruminants (Mainil, 2003).

Une autre a ésines, les S fimbriae sont codées par cluster de genes sfa, elles sont utilisées
par les souches UPEC et MNEC pour s’attacher aux récepteurs de I’acide sialique d.  les cellules
uroép eliales et du cerveau (Blomfield, 2001). Généralement, les groupes de genes sfa/focDE
sont présentés en une seule copie sur le chromosome et ne paraissent pas liés a des geénes codant
pour d’autres facteurs potentiels de virulence. Certaines souches, cependant, renferment plusieurs
copies de ces génes, dont certaines peuvent €tre liées a d’autres déterminants potentiels de virulence

sur un ilot de pathogénicité.

Les P fimbriae sont morphologiquement trés proches des fimbriaes de type 1. Elles sont
codées par I’opéron pap. papEF conférent aux bactéries la capacité de s’attacher aux cellules de

I’hote.
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Les adhésines afimbriales afa/draBC sont régule la cascade du complément et protége les

cellules eucaryotes contre une action mal dirigée de ce dernier (Mainil, 2003).

Les capsules kpsMT(kI) sont constituées de couches de |

surface de la bactérie. Elles interférent avec I’action du complément et des phagocytes (Bergh et
al., 2007).

I11.3. Résultat du test de sensibilité aux antibiotiques
I .3.1. Résultats de la revivification des souches d’Escherichia coli

Les résultats de la revivification des souches d’Escherichia coli montrent un trouble dans

I’ensemble des bouillons nutritifs ensemencés.
1 32. Résultats de la vérification de la pureté des souches d’ Escherichia coli
IIL.™ " 1. L’isolement par épuisement

Les résultats de I’isolement par épuisement sur gélose Héktoén s’est traduit par  apparition de colonie jaune
orange lactose(+) et présentent une forme homogéne régulicre.

111.3.2.2. Coloration de Gram

Les résultats de la coloration de Gram montrent la présence des bacilles homogenes roses ne

présentent pas de formes bactériennes étrangeres (Figure 4).

Figure 4 : Observation microscopique de la coloration de Gram d’ Escherichia coli.
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L’émergence des bactéries résistantes aux antibiotiques est la conséquence de la pression de

sélection exercée sur la microbiote intestinal des hommes et des animaux sous antibiott  apie.

Enfin, notre étude soul’ e 'importance de la surveillance ~ ;: f de-—"r virul e
des E. coli pathogenes et/ou résistantes aux antibiotiques dans les populations bactériennes de

I’environnement afin de prévenir les risques dangereux pour la santé publique.

-40 -






Dans le cadre de la contribution a la connaissance des facteurs virulence pouvant étre porter
par le génome de I’espece Escherichia coli, nous somme proposés a effectuer le screening des génes
de virulences (cIbN, sfalfocDE, cnf, kpsMT(kl), papEF, hyld, hlyF, afa/draBC, f17) sur une
collection de 41 souches d’Escherichia coli, les résultats révélent que le gene c/bN a une
préva ce glo e pl e r aux autres genes de virulence (sfa DE,

kpsMT(k1), pa, ™7, hylA, hlyF, afa/ld =7, f17).

o -

Ainsi, la détermination des différents patterns sur une collection de 41 souches d’E. coli

nous a permis d’identifier 19 patterns différents et allant d’un seul géne a sept génes de virulence.

Le test de sensibilité¢ a été bien démontré que le taux de | résistance des souches de
1 oratoire phytopharmacologie et phytochimie aux antibiotiques testés est p ¢ '€ que les
souch d’origine locale. Cette résistance, se développe et diffuse a travers le mon  bactérien grace
a des facteurs responsables (mutation génétique, acquisition des génes de résistance ou par pression

de sélection a I’hopital et dans I’environnement extrahospitalier).
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Annexe I : les milieux de culture, les géloses et les réactifs
1.1 Milieux de culture :

1.1.1. Milieux solides :

Mueller Hinton Agar
. Infusion de viande de beeuf déshydratée
o Hydrolysat de caséine
o Amidon de mais

. Agar agar

o Eau distillée
pH final = 7,2-7 4
Gélose Héktoén

. rotéose -peptone
o Extrait de levure
° Lactose

Sacchar.
o Salicine
. Sels biliaires
o Chlorure de sodium
o Thiosulfate de sodium
. Citrate de fer ammoniacal
. B _de sthymol
o Fuchsine acide
. Agar

pH=7.6
Gélose nutritive

° Peptone
. Extrait de beeuf
o Extrait de levure
o Chle  re de sodium
. Agar

300g
17 .5¢g
1.5g
13g
1000ml

12g

12g
12g

9¢
5g

1,5g
6mg
0.1g
13,5¢

lg
2.5g

58
15g



pH=7

Milieu TSI

Extrait de viande de beeuf
(

Peptone

Chlorure de sodium

Citrate ferrique

Thiosulfate de sodium

Lactose

Glucose

Rouge de phénol

Agar

pH=7.4
Milieu Mannitol-mobilité

Peptone
Nitrate de potassium
Mannitol

Rouge de phénol a 1%(Indicateur de pH)
Agar
pH =8.1-8.2

Milieu Urée- Indole

Urée

L-tryptophane
Chlorure de sodium

Dihydrogénophosphate de potassium

yuge de phénol

pH=

1.1.2. Milieux liquides :

Bouillon nutritif

03g

G

20g

05g
0.3g
0.3g

10g

Ig
0.0f -~
12g

20g
2g

4ml
4g

2g

0.3g
0.5g
0.1g

0.002¢ _



Tryptone 10g

Extrait de viande 5g
Chlorure de sodium 5g
Milieu ODC
L-ornithine (mono chlorhydrate) 5g
Extr.  delevu 3g
Chlorure de sodium 5g
Glucose g
Bromo crésol pourpre Iml
Eau distillée IL
Milieu ADH
L-arginie (mono chlorhydrate) 5g
Extrait de levure 3g
Chlorure de sodium 5g
Glucose Ig
Bromo crésol pourpre Iml
Eau distillée 1L
Milieu LDC

L-lysine (mono chlorhydrate) 5g
Extrait de levure 3g
Chlorure de sodium 5g
Glucose g
Bromo crésol pourpre Iml
Eau distillée 1L

Eau physiologique

Chlorure de sodium 9g
Eau distillée 1000g









Annexe III : tableaux des résultats des différents tests .

Tableau J: Li

: des ant

tiques Testés.

Famille d’antibiotique  Antibiotique Loge ge
|t 1lactamines Amoxiciltine AML 25
Aminosides Streptomycine S 500
hdta lactaminag Pénicilline P
(nlictine anlfate 't 50







