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Résumeé :

Aprés la mise-bas, 1’utérus bovin est envahi par une variété de bactéries. On estime en
moyenne qu’au cours des vélages normaux, 90% des utérus sont contaminés spontanément
dans les 15 premiers jours post-partum.

La flore bactérienne intra-utérine post-partum se compose de germes saprophytes et
pathogenes, Gram-positifs et -négatifs en quantités équivalente. La composition de la flore est
donc variée et propre a chaque animal. Par le présent travail, nous nous sommes intéressées
aux bacilles a Gram négatifs dans les infections post-partum chez la vache laitiere, notamment
les souches multi-résistantes aux carbapénémes et a la colistine. C’est dans ce contexte, nous
nous sommes fixés les objectifs suivants : ’isolement et purification des souches résistantes
auxcarbapénéme et a la colistine ; I’identification phénotypique des souches, 1’étude de profil
de sensibilité aux antibiotiques.

Un ensemble de 08 souches d’E coli et de 03 souches de P. aeruginosa a été isolé entre
Janvier et Avril 2018. L’¢tude de la sensibilité in vitro de ces germes vis-avis de 14
antibiotiques par la méthode des disques selon les normes du CA-SFM.

Il en ressort de nos résultats que 37.5% des souches d’e coli étaient résistantes a la
tobramycine , 25% a I’amoxicilline et a la ticarcilline et 12.5% a I’amikacine et céftazidime.

Et que 100% des souches de P. aeruginosa étaient résistante a la ceftrioxone, 66.6%
triméthoprime et I’amoxicilline et 33.3% a la céfotoxine et céftazidime.

Mots clés :

E.coli ,P. aeruginosa,Antibio— résistance, vaches laitiéres, écoulements vaginaux, Tiaret.
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Introduction :

Pendant la gestation, la lumiére utérine est considérée comme un milieu stérile, mais
apres la parturition 1'utérus est contaminé par des bactéries en provenance de I’environnement,
de la région périnéale, de la peau et des féces de 1’animal. Le développement d'une infection
utérine dépend alors de la balance entre les capacités d'auto-défense de l'utérus et la

pathogénicité des bactéries (Watellie .,2010).

De nombreuses études ont été consacrées a 1‘é¢tude de la flore bactérienne du tractus
génital au cours du postpartum. Les germes identifies sont classiquement reconnus comme
étant les facteurs déterminants responsables des infections utérines (Watellier.,2010). A la fin
des années 70 et au début des années 80, plusieurs antibiotiques sont apparus sur le marché
pour le traitement des infections causées par les bactéries Gram négatifs. Au cours des années
90, la résistance a ces antibiotiques s’est développée laissant comme seule possibilité¢ de
traitement les antibiotiques de la classe de carbapénemes « Les carbapénemes sont la classe
d’antibiotiques la plus puissante parmi les f-lactamines. La premiere molécule découverte a
¢té la thienamycine en 1976 a partir d’une bactérie a Gram positif, Streptomyces cattleya. Des
dérivés ont été obtenus par synthése : imipénéme, méropéneme, ertapéneéme et doripénéme
principalement. Comme toutes les B-lactamines, ils agissent en se liant aux Protéines de
Liaison aux Pénicillines (PLP), en inhibant les réactions de transpeptidation nécessaires au
maintien de la structure de la paroi bactérienne. La traversée de la membrane externe pour
accéder au peptidoglycane composant la paroi est facilitée chez les bactéries a Gram négatif

par des porines, aussi appelés OMP (Outer Membrane Porin) (Julian., 2017) ».

Depuis les dix derni¢res années, les bacilles a Gram négatifs ont développés une

d’antibiotiques

résistance a ces classes déja considérée comme dernier recours (Sandra., 2017).
Ces bactéries restent cependant habituellement sensibles aux polymyxines « la colistine »,
selon Munoz (2015) ; la colistine: est un groupe d’antibiotiques polypeptidiques constitué¢ de
5 composants chimiquement différents (Polymyxines A-E), ont ét¢ découvertes en 1947. la
colistine a ét¢ un des premiers antibiotiques doté d’une activité significative vis-a-vis des
bactéries a Gram négatif (BGN) et particuliérement envers Pseudomonas aerugénosa (Kipnis
et al., 2010). L’effet bactéricide des polymyxines est obtenu par action au niveau de la
membrane cytoplasmique. Ces antibiotiques déplacent les ions Mg2+ et Ca2+ qui stabilisent

les molécules du lipopolysaccharide (LPS), principaux constituants de la membrane externe

des bactéries a Gram-négatif, modifiant ainsi la perméabilité de leur membrane externe (Lee



et al., 2014). 11 s’en suit une fuite des composés cellulaires et la mort des bactéries (Falagas
et al., 2010). Les polymyxines n’étaient jusqu’a présent utilisées essentiellement que dans le
monde animal. Cependant, une augmentation de I’utilisation de la colistine explique pourquoi

des entérobactéries résistantes a la colistine sont désormais isolées dans le monde entier

(Nordmann et al; 2016).

Par le présent travail, nous nous sommes intéressées aux bacilles a Gram négatifs dans
les infections post-partum chez la vache laitiere, notamment les souches multi-résistantes aux
carbapénémes et a la colistine, molécules considérés comme traitement de choix des
infections chez I’homme et 1’animale. Cette résistance est a titre, particuliérement

problématique puisqu’elle diminue de fagon drastique les possibilités thérapeutiques.

C’est dans ce contexte que ce travail de master s’inscrit avec comme objectif principal

d’étudier la résistance aux antibiotiques en utilisant trois approches:

e [’isolement et purification des souches résistantes aux carbapénéme et a la colistine ;
e Identification phénotypique des souches ;

e FEtude de profil de sensibilité aux antibiotiques.
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Partie I Matériels et méthodes

I. Matériel et méthodes :
I.1. Rappel sur les objectifs :

L’¢étude que nous avons menée est centrée en premier sur isolement des souches Gram
négatif résistantes aux carbapéneémes ou a la colistine a partir d’écoulement vaginaux chez

la vache laiti¢re, au cours du postpartum.

En second, sur le profil de résistance des souches isolées vis-a-vis de plusieurs

antibiotiques.
1.2. Zone et durée de I’étude :
L’étude s’est déroulée dans la région de Tiaret :

La wilaya de Tiaret a un caractére agro-pastoral avec une superficie agricole totale de
1.610.703 ha. Les effectifs bovins (39200 tétes dont 25750 vaches laitieres) représentent

I’autre volet important du systéme de production agricole de la Wilaya.

Notre étude a débuté en Janvier2018 et a duré 4 mois. Les analyses ont été réalisées au

niveau du laboratoire de Microbiologie de la faculté S.N.V, Université Ibn Khaldoune.

Figure 01 : la carte géographique de la zone d’étude.
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1.3. Données descriptives :

Le total de 57 prélévements a été¢ prélevé a partir d’écoulements vaginaux chez des
vaches laitieres en postpartum, répartis sur 9 fermes. Les vaches étaient principalement des
Holstein (70%) et le reste (30%) étaient des croisements. le rendement moyen du lait

quotidien étaient entre (7-12 litres /jours).
L.4. Protocol expérimental :

La procédure expérimentale suivie au cours de cette étude est récapitulée dans

I’organigramme suivant :
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Prélevement vaginal

l

L’enrichissement des bactéries

l

L’isolement des bactéries Gram négatifs sur une gélose sélectif

l l

L’isolement des bactéries a L’isolement des bactéries a
Gram négatif sur la gélose de Gram négatif sur la gélose de
mac conkey + la colistine mac conkey + I’ertapénéme

Purification /

b

La coloration de Gram §
L'identification des bactéries

— N

Galerie Api 20 NE La spectrométreMaldiTof

Galerie Api 20E

Galerie classique

Mannitol mobilité - Clark et lubs - Citrate de simmon - TSI
-ONPG - Catalase —oxydase —-ODC — LDC - ADH

s

L’antibiogramme

Figure 02 : Diagramme récapitulatif de la procédure expérimental
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I.5. Méthodologie :
I.5.1. Méthode de prélévement :

Classiquement, I’examen vaginal comprend la vidange manuelle du contenu vaginal a
I’aide d’une main gantée et 1’observation directe a I’aide d’un vaginoscope (en plastique) ou
d’un spéculum. Une sonde intra-vaginale spécifique surmontée d’une cupule en silicone a

fond noir afin de faciliter le recueil et ’examen des sécrétions.

L’¢étape de désinfection du matériel et de nettoyage de la région périnéale constitue un

préalable indispensable a la bonne conduite du protocole.
Le prélevement effectué est introduit dans un pot de prélévement bien identifié¢ (figure 03).

Nous avons réalisées 57 prélévements de liquide vaginal.

Figure 03 : Prélévement du liquide utérin d’une vache laiticre.

1.5.2. Conservation des échantillons:

Une fois prélevés, les prélévements sont placés dans une glaciére a une température

voisine a 4°C puis acheminés au laboratoire.
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1.6. Recherche des bacilles Gram négatifs résistantes aux carbapéneémes et a la colistine :
1.6.1. Enrichissement :

Chaque prélevement est introduit dans 5 ml de bouillon nutritif (cceur —cervelle)
(annexes 01), il permet aprés une incubation a 37 °C pendant 24 h d’obtenir une

multiplication des microorganismes (Marchal et Bourdon, 1973).
1.6.2. Isolement sélectif et purification :

L’isolement des souches a été réalis¢é sur le milieu Mac Conkey (annexes 02)
additionnée a I’ertapénéme ou a la colistine puis incubé a 37°C pendant 24 heures. La
purification des colonies bactériennes est procédée par repiquage successif sur le méme

milieu afin d'obtenir des souches pures.
1.6.3- Identification :

Pour valider Les différents tests biochimiques, deux souches de référence sont utilisées :

A.baumannii (Acti 1) (Chaalal et al., 2016).
E. coli (O2) (Chabou et al., 2016).
1.6.3.1- Coloration de GRAM :

Avant I’identification biochimique des isolats, nous avons effectué¢ une coloration de
Gram pour chaque colonie isolés a partir des cultures réalisées sur le milieu Mac Conkey
(annexe 16). L observation microscopique des cellules est ensuite réalisée avec un objectif a
immersion (Grx100).

La forme des cellules, la couleur, la taille et le mode d’association sont observés et

notés.
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1.6.3.2. Tests biochimiques :
a- Identification du genre :

e Test d’oxydase :
v Principe :

La recherche de I'oxydase est un des critéres les plus discriminatifs et les plus
employés pour l'identification des bactéries, surtout celle des bacilles a Gram négatif.
Cette recherche consiste a mettre en évidence la capacité de la bactérie testée a oxyder la
forme réduite incolore de dérivés méthylés du paraphényléne diamine, en leur forme
oxydée semiquinonique rose violacé. L’oxydase ou cytochrome oxydase est une enzyme
présente dans certaines chaines respiratoires bactériennes. Dans ces réactions, I’oxygene

est réduit en eau H20 ou en eau oxygénée H202 (Meziani., 2012).

Figure 04 : Test d’oxydase.

v' Technique :
» Prélever une colonie isolée et la faire diluer dans une goutte d’eau physiologique
» Ecraser par la suite cette colonie sur un disque d’oxydase (figure 04).

v Résultat :

Alors que ’apparition d’une coloration rose atteste la présence de 1’oxydase notre résultat

a été négatif par I’absence de coloration.

e Test de catalase :

v’ Principe :

La catalase est un enzyme ayant la propriété de décomposer le peroxyde d'hydrogéne

(H,0,) avec dégagement d'oxygene (Boudouda., 2015) (figure 05).
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Figure 05 : Test de catalase.

Technique :

Sur une lame propre et séche déposer une goutte eau oxygénée a 10 volumes,
A T’aide d’une pipette Pasteur boutonnée, ajouter I’inoculum bactérien.
Observer immédiatement.

Résultat :

XV V Vv X

L’apparition de bulles, dégagement gazeux de dioxygene : catalase +
Pas de bulles : catalase —.

e Test de fermentation Mannitol :

v’ Principe :

Ce milieu semi solide (annexe 05) qui permet 1’étude de la fermentation du mannitol
et la mobilité de la souche ainsi que la recherche de la nitrate réductase (Savadogo., 2016)

(figure 06).

Figure 06 : Milieu de mannitol.
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v' Technique :

» A Tlaide d’une pipette Pasteur contenant quelques gouttes de la suspension
bactérienne, réaliser une piqure centrale a travers le milieu,

» Incuber a I’étuve a 37°C durant 24 heures.

v Résultat :

L’apparition d’une coloration jaune atteste la fermentation du mannitol par contre notre

résultat a été négatif par I’absence de coloration.

e Test de citrat de simmons :

v Principe :

Ce milieu permet 1’étude de 1’utilisation, par la bactérie, du citrate (acide organique)

comme seule source de carbone (annexe 04) (Boudouda., 2015).

Figure 07 : Milieu de citrate de simmons.
v" Technique :
Le milieu est présenté sous forme de gélose inclinée (figure 07).

» A l’aide d’une anse de platine stérile, prendre une goutte de la suspension bactérienne
et la dépose sur le milieu citrate de Simmons incliné

» Ensemencer la pente par des stries longitudinales d’en bas vers I’haut.

» Ne pas visser le bouchon a fond, afin de permettre les échanges gazeux (en particulier
¢limination du dioxyde de carbone).

» -Mettre a 1'étuve 24 heures a 37°C.

10
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v Résultat :

Présence de culture bactérienne [Milieu bleu] : Les bactéries utilisent le citrate comme
seule source de carbone avec alcalinisation du milieu, Les bactéries possedent un citrate

perméase elles sont dites citrate +

Absence de culture bactérienne [Milieu inchangé (vert)] : Les bactéries n’utilisent pas
le citrate comme seule source de carbone, Les bactéries ne possédent pas de citrate perméase

elles sont dites citrate —

e Test d’ONPG (La recherche de la pgalactosidase) :
v Principe :

Il s’agit d’une recherche particuli¢re dans le cadre de 1’étude de la dégradation de
lactose. Le test ONPG consiste a recherche la présence de I'enzyme P-galactosidase

(Savadogo., 2016).

Figure 08 : Disque d’ONPG.

Technique :

» Préparer une suspension dense d'une culture bactérienne a étudier dans un tube a essai
stérile contenant 0.5ml d'eau physiologique, puis y ajouter un disque ONPG
(figure08).

» Incuber 30 min a 37°C.

11
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v' Résultat :

Alors que I’apparition d’une coloration jaune atteste la présence de I’ONPG notre

résultat a été négatif par 1’absence de coloration.

o TestTSI:
v Principe :

C’est un milieu différentiel par la capacité a mettre en évidence les fermentations du
: glucose, lactose et/ou saccharose ainsi que la production d’hydrogéne sulfuré (H2S) et de

gaz (Meziani., 2012) (figure 09).

Figure 09 : Milieu de TSI

v" Technique :

» A l’aide d’une anse de platine stérile, prendre une goutte de la suspension
bactérienne et effectuer une piqueur en profondeur jusqu'a 3 a 5 mm du fond de
tube puis des stries a la surface du milieu TSI incliné.

» Laisser dans I’étuve a 37°C pendant 24 heures.

v" Resultat :

Le rouge de phénol est I’indicateur colorant virant du rouge au jaune pour un résultat

positif. Le noircissement du culot indique la présence de H,S.

12
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e C(Clark et lubs :
v Principe :

Selon Boudouda (2015) ; le milieu de Clark et Lubs (annexe 06) permet 1'é¢tude des
produits de fermentation du glucose: différenciation entre les fermentations « acides mixtes »

et « butyléne glycolique » (figure 10).
» Test RM (rouge de méthyle) :

Ce test permet la mise en évidence, grace au rouge de méthyle (annexe 10), de la

fermentation acide mixte par acidification d'un milieu glucosé apres fermentation du glucose.
» Test VP (Vosges-Proskauer) :

Ce test permet la mise en évidence de la production d'acétoine (ou 3-hydroxy-
butanone) (annexe 09) au cours de la fermentation butyléne glycolique: en présence d'une
base forte (soude ou potasse) et d'a-naphtol, l'acétoine donne une coloration rouge en

milieu trés oxygéné.

Figure 10 :Milieu de clark et lubs.

v" Technique :
» Ensemencer un milieu Clark et Lubs avec quelques gouttes de la suspension

bactérienne.

» Etuver 24 a48 ha 37°C.

Y

Apres 48 heures, verser le contenu dans deux tubes d’hémolyse

v' Tube 1 : ajouter quelques gouttes de rouge de méthyle.

13
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v' Tube 2 : ajouter quelques gouttes de VP1 .Attendre quelques secondes et rajouter
deux ou trois gouttes de VP2

» Mettre les deux tubes dans une position inclinée pour bien observer le virage de
couleur

» attendre quelques min a 1 heure.

v' Résultat :
Rouge de méthyle : Il permet de détecter la production d’acides plus ou moins forts et

- Si les bactéries produisent des acides forts au cours de la fermentation. Le milieu reste acide

et donc en rouge.

-Si les bactéries produisent des acides faibles le milieu s’est acidifié, puis ré-alcalinisé. Le

milieu est donc jaune.

Vpl et VP2 : Il permet de détecter la production d’acétoine, de dyacétyl et de butane-diol a
partir de la fermentation du glucose. Le réactif ajouté (I’alpha naphtol) permet dans le cas

d’un milieu basique et en présence de dioxygene, d’obtenir une coloration rosé ou rouge.

e Recherche des décarboxylases « «kLDC, ODC et ADH » :
» Principe :

La recherche des décarboxylases de 1’ornithine, de la lysine, et de 1’arginine forment
trois tests biochimiques utiles dans le diagnostic différentié¢ des entérobactéries. Ces trois tests
peuvent étre réalisés sur les bouillons « LDC- ODC- ADH » qui sont appelés les milieux de
Moéller et qui permettent de montrer la présence des décarboxylases et dihydrolase
bactériennes par la mise en évidence de 1’acidification du milieu et sa réalcalinisation

(Meziani., 2012) (figure 11).
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Figure 11 : Milieu des décarboxylases.

v' Technique :
» Ensemencer le milieu de Moeller avec une goutte de la suspension bactérienne.
» Agiter (si le tube n'est pas plein le recouvrir de vaseline stérile).
» Fermer le tube entiérement afin de créer une anaérobiose relative.
» Mettre a I'étuve 24 heures a 37°C.
v' Résultat :

Le milieu d’étude contient du glucose, I’indicateur coloré et 1’acide aminé. Chez les
bactéries la fermentation du glucose entraine une baisse de pH suffisante pour favoriser la
synthése de 1’enzyme ; 1’alcalinité due a I’amine entraine ensuite le virage de I’indicateur au
violet aprés une courte phase de jaunissement. Si la bactérie étudiée ne possede pas de

décarboxylases, le milieu restera acide, donc jaune.
b- Identification de ’espéce :

I. 6. 3.3. Galerie API 20E et API 20NE :

e Principe :

La galerie API 20 E comporte 20 microtubes contenant des substrats déshydratés.Elle

permet I’identification d’une centaine de bacilles & Gram négatif dont les Entérobactérie.

15
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API 20 NE est un systéme standardisé pour 1’identification des bacilles a Gram négatif non
enterobactéries et non fastidieux (ex. Pseudomonas, Acinetobacter, Flavobacterium,
Moraxella, Vibrio, Aeromonas, etc.) combinant 8§ tests conventionnels, 12 tests d'assimilation,

et une base de données.

cupule

microtube contenant le milieu déshydraté

Figure 12 : Galerie APL

e Préparation de ’inoculum :
Ouvrir une ampoule d’un tube d’eau distillée stérile.
Prélever une seule colonie bien isolée sur milieu gélosé Mac Conkey.

Réaliser une suspension bactérienne faible (opacité 0,5 sur I’échelle Mc Farland)

vV V V V

Les microtubes sont inoculés avec une suspension bactérienne qui reconstitue les tests
selon la méthodologie recommand¢ par les notices techniques de la galerie API 20E et

API 20NE (annexe 12, 14).

e Lalecture:

Les réactions produites pendant la période d'incubation se traduisent par des virages

colorés spontanés ou révélés par I'addition de réactifs.

Noter sur la fiche de résultats toutes les réactions spontanées (annexe 13, 15).

La lecture de ces réactions se fait a 1'aide du Tableau de Lecture et l'identification est

obtenue a 1'aide du Catalogue Analytique ou d'un logiciel d'identification.
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I. 6. 3.4. Identification par la spectrométrie de masse de types MALDI-TOF-MS :

e Principe :

La spectrométrie de masse MALDI-TOF est une nouvelle technologie apparue ces
derniéres années en microbiologie. Si les techniques conventionnelles d’identification des
différents germes se basent sur leurs aspects phénotypiques, il est possible aujourd’hui
d’identifier les microorganismes en analysant directement leurs protéines spectrométrie de
masse consiste a séparer et identifier des molécules selon leur masse et leur charge (Seng et

al, 2009) (figure 13).

e Technique:

a) Préparation des souches :

L’identification par la spectrométrie de masse de types MALDI-TOF-MS (Matrix-
Assisted Laser Desorption/lonization Time-of-Flight Mass Spectrometry) a été faite en
ensemencant les souches sur gélose Columbia au sang de mouton a 5 % (bioMérieux) et les

incubant pendant 24 heures a 37 °C.

b) Préparation de la cible :

En utilisant des embouts stériles, prendre une colonie et I’étaler sur le cercle graver
sur la cible (Bruker Daltonics, Bremen, Allemagne). Ensuite, deux microlitres de la solution
de la matrice ont été ajoutés sur les taches cibles de I’analyse. Apres que la cible est séche,
elle est placée dans I'appareil (MALDI-TOF-MS Bruker Microflex Daltonics, Bremen,
Allemagne) (Seng et al., 2009) (figure14).
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4

Figure 13: la spectrométrie de masse Figure 14 : la cible de la spectrométrie

MALDI-TOF de masse MALDI-TOF

1.6.3.5. Détermination de la sensibilité aux antibiotiques :

La méthode utilisée est la technique de la diffusion des disques, sur un milieu gélosé.
Les antibiogrammes des souches ont ét¢ réalisés sur des boites de Muller-Hinton suivant la
technique recommandée par le comité de l’antibiogramme, de la société Francaise de
microbiologie (CA-SFM).

Les géloses ont été ensemencées a I’aide d’un écouvillon a partir d’une suspension
degermes a 0.5 Mac Farland (une densité optique égale 0.2 a 650 nm) diluée au 1/10 de fagon
a obtenir une concentration finale de 10" UFC/ml, conformément aux recommandations de la
CA-SFM (www.sfm.asso.fr). Des disques d’antibiotiques ont été déposés a la surface des

géloses, a I’aide d’un distributeur automatique. Les antibiotiques testés sont les suivants :
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Ticarcilline (TIC 75 pg), Ceftazidime (CAZ 30 pg), I'Imipénéme (IPM10 pg), I’Amikacine
(AK 30 pg), la Tobramycine (TOB 10 pg), la Gentamicine (CN 500 pg), la Ciprofloxacine
(CRO 30pg) et la Colistine (CT 50ug), céfotaxime (CTX 30 pg), Amoxicillin +
ClavulanicAcid (SXT 1,25 pg), Amoxicilline (AMC 30 pg), Cefepime (FEP 30 pg),
Rifampicin( RA 30 pg) et amoxicilline (AX 25 pg).

Les boites ont ét¢ mises a incuber pendant 18 a 24 heures a 37 °C.
A I’aide d’un pied a coulisse, les différents diamétres des zones d’inhibition obtenus autour
des disques d’antibiotiques sont mesurés par deux fois. L’interprétation en Sensible (S)
Intermédiaire (I) ou Résistante (R) est effectuée selon les critéres définis par le CA-SFM

(Communiqué du CA-SFM, 2017).
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I1. 1.Culture des prélévements :

Durant notre étude, 57 prélévements de liquide utérin de vaches laitieres de 09 fermes
sis au niveau de la wilaya de Tiaret ont été analysés au niveau de laboratoire de
Microbiologie de la faculté SNV, Université Ibn Khaldoune.

Aprés culture sur milieu Mac Conkey additionné a I’ertapénémes ou a la colistine, 11

prélevements ont manifestés une croissance bactérienne sur le Mac Conkey dont 09

isolats étaient résistant a la colistine et les deux autres étaient résistant aux carbapénémes

Nl

(Figure 15, 16).

Figure 15 : Aspect des colonies Figure 16 : Aspect des colonies

sur MacConkey + ertpéné¢me. sur MacConkey +colistine.

11.2.1dentification :
11.2.1.Coloration de Gram :

Apres la coloration de Gram les isolats purifiés sont apparues sous forme des bacilles
roses Gram négatif (Figure 17).

it Ly

t L
-

Figure 17 : Coloration de Gram objectif x100.
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11.2.2.La galerie classique :

Tableau I : les résultats de la galerie biochimique classique.

Code Clark et

o, — o e '®) '®) - > Mannitol mobilité
= <2 prd = x O O )
lubs 2 T 85 5 o O T

e © & 8

% @D @D

(2}

3

o

>
col O2 + - - + + + + / / /
Acimil + - + - / + - / + / - +
Col 09 + - - + + + + / / / - +
Col 11R + - - + + + + / / / + +
Col 26J + - - + + + + - - - + +
Col 49 + - - + + + + - / - + +
Erta 12 + + + - - - + / / / - +

A.baumannii (Acti 1) (Chaalal et al., 2016).

E. coli (02) (Chabou et al., 2016).
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Figure 18 : Mise en evidence des tests biochimiques par galerie classique.

A : Test de TSI. E : Test d’oxydase.
B : Test de mannitol mobilité. F : Test de catalase.
C : Test de citate de simons. J : Test de décrboxylase.

D :Test d’ONPG.
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11.2.3.L’identification des souches isolées par systeme API 20E et APl 20NE :

Les souches isolées d’écoulements vaginaux des vaches laitiaires post partum sont
identifiées par le systeme Api 20 E dédié 1’identification des entérobacteries fermentaires et
API 20NE aux bactéries non-fermentaires. La lecture repose sur le changement de la
coloration initiale des différents milieux. Cette lecture se fait soit directement, soit apres
I’addition des réactifs de révélation. Les résultats sont référenciées dans un tableau de lecture

et d’identification Api 20 E et API 20NE (figure 19).

Jﬂ”llllu

i .

Figure 19: mise en evidence des tests biochimique par galerie API.
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Tableaull ; Identification des entrobactéries fermntaires par galerie Api 20E.

235/8/191%15/32/5|8(252/8/2|85/23

S|Zo ||| mi>|© rlc|Z|0|3|x|0OF 5 >

® API 20E
Code CODE
Souche de
référence
O2k.coli |+ |+ + |+ | -|-|+]-]-|-|-|+]|+]|-|+]|+ |+ + ]+ ]|+ ]|7114577
Souche de
référence
R1E.coli + |+ + |+ | - -+ - - - -+ |- ||| |+ |+ 7114577
ColOOR | + |+ |+ |+ | - | - |+ | - |- -|-|+]| - |-|+]+|-]+|+]|+|7114457
ColO9) |+ [+ + |+ | - |- |+]|-|-|-|-|+]|-|-|+]|+]|-]+]+|+|7114457
Colll)] |+ [+ + |+ | -|-|+]|-|-|-|-|+|+]|=-|-|-|+]+]+]|+|7114167
ColllR |+ |+|+ |+ ]| -] -|+|-|-|-|-|+|+]|-|-]|-|+|+]|+]|+]|7114167
Col 12 ER I e e O I I (A I I B P - |-l -1-1-]-1-1%]6110006
Col26] |+ |+ |+ |+ | - |-+ ]| -|-|-|-|+|+ |+ |+][+]|-]|+]|+]|+]|7114757
Col26R |+ |+ |+ |+ | - | - |+ | -|-|-|-|+|+|+|+]|+]|-|+]|+]|+]|7114757
Col 49 + |+ + |+ | -] -+ |- -] -+ |+ |F]+|+|-]|+]|+]|+ 7114757
Col 56 + |+ |+ |+ | - -+ -] -|-|-|+]|+]|-|+]+]|-]+|+]|+ (7114757

Tableau I11: Identification des entrobactéries non fermntaires par galerie Api 20NE.

Z|Id|Q [ >2|IC| P03 OQ|2IZIZ| 220|022 0|3 |22>
| rjlolmdle m| Z2|rC|D O = | > o)
IB|E|Z|M|S|F 2lc|> Z|Z 3 >\ 5 = L0 r8n -
Q
Code ® o
Souche de
référence
Acti 1 - |+ |+ | - - |+ | - - - - - - - - - - - - - - | 6400000
Erta 12 - |+ - - - |+ | - - - - - - - - - - - - - - 12400004
Ertad43 -+ -+ -+ - - - - - - - - - - - - - - 12500004

11.2.4. Identification et typage par MALDI-TOF-MS

Les 11 souches identifiées par API 20E et 20NE, ont été correctement identifiés par
MALDI-TOF-MS comme étant 08 isolats appartiennent a 1’espéce Escherichia coli toutes
résistantes a la colistine, et les trois restantes font partie de 1’espéce Pseudomonas aeruginosa,
dont une est résistante a la colistine et les deux autres sont résistantes aux carbapénémes avec

un score compris entre 1,9 et 2,2 (figure 20).
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Figure 20 : Identification des isolas par le spectrométre MALDI-TOF-MS.

11.2. L’antibiogramme

Value

Organtsm
(econd st matc

Eschenchu col

Eschencha col

Eschenchu el

Eschencha col

Eschenchu col

Eschench el

Euchercha cali

Euchercha cal

Value

Les isolats d’E.coli et P. aeroginosa étaient testée vis a vis de 14 molécules

d’antibiotiques dont 6 antibiotiques appartenant a la famille des B-lactamines (amoxicilline

+acide clavulanique, Ticarcilline, Ampicilline,

Cefépime) et trois

Amikacine, Tobramycine)et vis-a-vis

Rifampicine ).

d’autres

25

Cefoxitine,

molécules

Cefotaxime,

Ceftazidime,

molécules appartenant a la famille des aminosides (gentamicine,

(colistine, Trimetho-sulfa,
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Figure 21 : Résultats de sensibilité des souches vis-a-vis les antibiotiques.

AMC:Amoxicillinetacideclavulanique, TIC:Ticarcilline, AX:Ampicilline, CTX:Cefotaxime, CRO:Ceftriaxone,
SXT: Triméthoprimesulfaméthoxazole, TOB:Tobramycine, CT:Colistine, AK:Amikacine, CN:Gentamicine,
CAZ:Ceftazidime., RA : Rifanpicine, FEP : céfépime
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L’étude de la sensibilité aux antibiotiques de E . coli et de Pseudomonas aeruginosa a
permis d’obtenir les résultats suivants que nous présentons au tableau suivant :

Tableau 1V: Résultats obtenus de [D’antibiogramme pour les 14 souches et leurs

interprétations
BT |Souches
Code TOB|AK |SXT |CT |CN |RA |CRO |CTX |[CAZ |AX |AMC |TIC |IPM |FEP
Souche de
référence E.
R1 coli S S
Cologr | E " S
Cology |E S
Col11y |E S
Col11R |F S
P.
Col 12 aeruginosa S S S
Col 263 |F " S
Col 26R |F "
Col 49 |F
Colsg | E s |s
5 ] ]
Erta 12| |2eruginosa | g | S s | s
P.
Erta 43| |2erudmosa S / S S / S

AMC:Amoxicilline+acideclavulanique, TIC:Ticarcilline, AX:Ampicilline, CTX:Cefotaxime, CRO:Ceftriaxone, SXT:
Triméthoprimesulfaméthoxazole, TOB:Tobramycine, CT:Colistine, AK:Amikacine, CN:Gentamicine, CAZ:Ceftazidime., RA : Rifanpicine,
FEP : céfépime R: Résistante, S: Sensible, I : Intermédiaire.
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Figure 22: Profil de la résistance et la sensibilité d’Escherichia coli aux antibiotiques.
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Figure 23 : Profil de la résistance et de la sensibilité de Pseudomonas aeruginosa aux
antibiotiques
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e Discussion :

Depuis déja une trentaine d’années, les bactéries a Gram négatif sont considérées
comme des pathogenes opportunistes, émergeants, multi-résistantes. Le plus souvent, ils sont
responsables d’infections nosocomiales difficiles a contrdler et a traiter, en particulier dans les
unités des soins intensifs (Van et Goossens, 2004).

Le Pseudomonas aeruginosa et E.coli sont des bactéries peut-étre responsables
d'infections graves (pulmonaires, septicémiques, urinaires) nécessitant l'utilisation
d'antibiotiques couteux et le plus souvent en association (Bertrand et al., 2003).

L'utilisation intensive d'agents antimicrobiens chez I’homme comme les animaux
d’¢levage est I’un des facteurs qui contribue a 1'émergence des souches multi-résistantes,
insensibles a une large gamme d'antibiotiques, y compris la nouvelle génération, a large
spectre des B-lactamines, les aminosides et les Fluoroquinolones.

Les carbapénémes et la colistine ont une puissante activité contre les souches Gram
négatives jusqu'a nos jours. Ils étaient souvent utilisés pour traiter les infections causées par
ces souches multi-résistantes. Malheureusement, ces derniéres années, 1'émergence et la
propagation de la résistance aux carbapénemes et a la colistine ont été rapportées.

Durant notre travail, on a déterminé la résistance des antibiotiques sur une série de
souches prélevés de liquide utérin de vaches laitiecres a Tiaret. On a caractérisé
phénotypiquement la resistance pour des carbapénémes et la colistine ainsi les résistances
associées (aminoside, fluoroquinolones et rifampicine).

Dans notre recherche bibliographique, nous avons remarqué qu’il y avait trés peu de
données disponibles sur la résistance des Pseudomonas aeruginosa et E.coli d’origine animale
aux carbapéneémes et a la colistine en Afrique du nord, notamment en Algérie.

Nous avons enregistré une résistance aux P-lactamines des groupes des cephémes,
pénames, en moyenne de 36.3% ce qui représente le taux le plus élevé. Quant a I’imipenéme
du groupe carbapénémes, une résistance de 27,2%. Pour les aminosides 27,2% et la
rifampicine 81.8%.

Durant, ces derniéres décennies, les souches P. aeruginosa et E. coli résistent a un
nombre croissant d’antibiotiques et d’une maniére de plus en plus fréquente. L’imipénéme et
la colistine sont alors considérés comme des antibiotiques de premicre intention, dans les
infections, car c’est les antibiotiques les plus efficaces.

Ces bactéries constituent, ainsi, un probléeme majeur de santé publique, d’autant plus

que trés peu de nouvelles molécules sont mises sur le marché par I’industrie pharmaceutique.

29



Partie |1 Résultats et discussion

Ainsi, plusieurs auteurs ont tiré la sonnette d’alarme face a ce probleme de résistance
(Mendes et al., 2009). Devant, ces bactéries multi-résistantes, il est nécessaire et essentiel de
rechercher les supports génétiques et le type de résistance.

Par ailleurs, des mesures de contrdle devraient étre envisagées rapidement afin
d’instaurer un systéme de veille nationale, pour superviser I'émergence et la propagation des

bactéries multi résistantes dans nos fermes.

Nos résultats mettent I'accent sur 1‘apparition de souches résistantes aux carbapénémes et
a la colistine chez P. aeruginosa et E. coli, ce qui nous incite a mettre en place une stratégie
permanente pour anticiper 1’apparition de ce type de résistance chez les animaux producteurs

d’aliments.
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Conclusion

La flore bactérienne intra-utérine post-partum se compose de germes saprophytes et
pathogenes, Gram-positifs et -négatifs en quantités équivalente. La composition de la flore est

donc variée et propre a chaque animal.

L’usage immodéré de céphalosporines de 3éme génération, apparues dans les années
80, a notamment conduit & I’émergence de souches d’entérobactéries résistantes a ces
molécules par production a haut niveau de céphalosporinases, mais aussi par production de
BLSE. Ainsi, dans le traitement des infections dues a des bacilles Gram négatif, et en
particulier a des entérobactéries, les carbapénemes sont progressivement apparus comme des
molécules de recours, en quelque sorte des molécules de « derniére ligne » (Arlet et al. 2003,
Philippon et al. 2005).

L’émergence de souches résistantes aux carbapénémes est d’actualité et souligne
I’importance qu’il y a, d’une part, a en contréler I’évolution et celle de développer, d’autre
part, de nouvelles molécules notamment actives sur des souches produisant des enzymes
(carbapénémases) capables d’hydrolyser les carbapénemes. Le développement de nouvelles
molécules actives sur ce type de microorganismes n’est cependant pas, du moins a I’heure

actuelle, a la hauteur des attentes du thérapeute.

En outre, La colistine est un antibiotique utilisé depuis longtemps en médecine
vetérinaire, principalement pour le traitement oral de groupes d’animaux de rente. Malgré
I’utilisation de cet antibiotique depuis de nombreuses années, seule une faible résistance a la

colistine a été observée en Suisse dans des isolats provenant d’animaux de rente.

L’objectif de cette étude était I’évaluation de la resistance des bacilles Gram négatifs

(multirésistantes a la carbapénem et a la colistine) aux antibiotiqus.

Notre étude a révélé que 37.5 % d’E coli étaient résistantes a la Tobramycine soit
25% a I’amoxicilline 20 ug et 12.5 % a la ceftazidime 30 ug et a I’amikacine 30ug. Les
souches de P. aeruginosa ont montré différents niveaux de résistance vis-a-vis ceftrioxone a

100%, 66.6% a la triméthoprime et I’amoxicilline et 33.3% a la céfotaxine et céftazidim,

31



Reéeferences
Bibliographigues



Réferences bibliographiques :

[EEN
1

Arlet G., Philippon A. (2003). Les nouvelles B-lactamases a 1’aube du troisiéme

millénaire. Revue Frangaise des Laboratoires 352, 41-55

2- Bertrand X, Blasco G, Belle E, et al. (2003). [Pseudomonas aeruginosa epidemiology in
intensivecare units: importance of cross-transmission]. Ann FrAnesthReanim; 22: 505-9.

3- Boudouda R, (2015). Caractérisations biochimique, microbiologique et mutagenése de
Pseudomonas aeruginosa, Université des Fréres Mentouri Constantine pp 32/ 33

4- Bradford BJ, Yuan K, Farney JK, Mamedova LK, Carpenter AJ (2015). Invited

review: inflammation during the transition to lactation: new adventures with an old flame.

J Dairy Sci.;98: 6631-6650.

5- Chaalal W' Chaalal N? Bakour S° Kihal ~ M* Rolain  JM*(2016).
First occurrence of NDM1 in Acinetobacter baumannii ST85 isolated from Algerian dairy
farms.J Glob Antimicrob Resist. Dec;7:150-151

6- Chabou S', Leangapichart T*, Okdah L' Le Page S' Hadjadj L' Rolain JM™.
(2016). New Microbes New Infect. ;13:71-4. Real-time quantitative PCR assay with
Taqman(®) probe for rapid detection of MCR-1 plasmid-mediated colistin resistance.

7- Comité de [I’antibiogramme de la societé francaise de microbiologie.
Recommendation, (2017).

8- Falagas,M.E., Rafailidis,P.l., and Matthaiou,D.K. (2010) Resistance to polymyxins:

Mechanisms, frequency and treatment options. Drug Resist Updat 13: 132-138.

32



9- Julian. W (2017). « Exploration au laboratoire de la résistance aux carbapénémes chez
Enterobacter sp. » UNIVERSITE TOULOUSE III — Paul SABATIER thése 2017 TOU3
1702 Pp15.

10- Kipnis E., Cuery BP. (2010). Réévaluation de la colistine. Antibiotiques. 12: 205-227

11-Le Blanc S. J Reprod (2010). Monitoring metabolic health of dairy cattle in the
transition period. Dev.;56: S29-S35.

12-LeeJ.Y., Na,l.Y. ParkY.K., and Ko,K.S. (2014). Genomic variations between
colistinsusceptible and -resistant Pseudomonas aeruginosa clinical isolates and their
effects on colistin resistance. J Antimicrob Chemother 69: 1248-56.

13- Mallard BA, Dekkers JC, Ireland MJ, Leslie KE, Sharif S, Vankampen CL, Wagter
L, Wilkie BN (1998). Alteration in immune responsiveness during the peripartum period
and its ramification on dairy cow and calf health. J DairySci.;81:585-595.

14- Mendes RE, Bell JM, Turnidge JD, Castanheira M, Jones RN (2009). Emergence and
widespreaddissemination of OXA-23, -24/40 and -58 carbapenemases among
Acinetobacter spp. In Asia-Pacific nations: report from the SENTRY Surveillance
Program. J Antimicrob Chemother;63: 55-9.

15-Meziani .M (2012). Contribution du diagnostic biochimique bactérien dans
I’établissement des parentés phylogénétiques : Cas des Entérobactéries et Pseudomonas
pp 16.

16- Munoz.G (2015). La colistine : derniere ligne therapeutique contre les bacteries
multiresistantes , These n°® 089, vetagro sup campus veterinaire de lyon pp66.

17-Nordmann.P, Jayol. A., Poirel. L (2016). Rapid detection of polymyxin resistance in

Enterobacteriaceae. Infect Dis.Paris. 32 : 1038-1043.

33



18- Philippon A., Arlet G. (2005). Les B-lactamases chez les bacilles a Gram négatif : que
de nouveautés en 15 ans ! Elsevier Masson Paris Antibiotiques 7, 247-259.

19- Salma. H. (2008). Isolement et caractérisation biochimique et moléculaire de Listeria
monocytogenes a partir des denrées alimentaires. INSA Toulouse.Pp23.

20-Sandra. B (2017). Les bacilles a Gram negatifs reproducteurs de carbapénémase
(BGNPC) Québec. Vol. 24 n 7,

21- Savadogo. M (2016). Isolement et etude de quelques entérobactéries pathogens dans les
eaux uses de oued Boumerzoug a Constantine.Pp 32-33.

22- Seng, P., Drancourt, M., Gouriet, F., La Scola, B., Fournier, P.E., Rolain, Jean M.,
Raoult, D (2009).0Ongoing Revolution in Bacteriology: Routine Identification of Bacteria
by Matrix]Assisted LaserDesorption Ionization Time[lofl |Flight Mass Spectrometry.
Clinical Infectious Diseases 49, 543-551.

23-Van LM, Goossens H (2004). Antimicrobial resistance of Acinetobacter spp. in
Europe.Clin Microbiol Infect;10: 684-704.

24- Watellier. P (2010). Etude bibiographique des métrites chroniques chez la vache, Journal

of africain cancer. Ecole nationale vétérinaire de lyon, 44.

34



Annexes



Annexes

Annexe 01 :

e Formule de bouillon cceur cevelle

Ingrédients en grammes pour un litre d'eau distillée ou déminéralisée.

Extraitde coeur.........oooovvviiiiinnn.. 5,00
Extrait de cervelle.................oooeeetl. 12,50
Peptone .......cooovviiiiiiiiii 10,00
Glucose....ooovvviiii 2,00
Chlorure de sodium.............cooeuvvvnnn. 5,00
Phosphate disodique......................... 2,50

pH final a 25°C : 7,4 [1 0,2
Annexes 02 :

e Formule de milieu Mac conkey :

- Peptone bactériologique................... 20¢g

- Sels biliaires........ocovvvviiiiiniiaiinnnn, 1,5¢
-Chlorure......coovviiiiiiiiie 5¢g

- Lactose...iiii 10g
-Rougeneutre...............oooi 0,03 g
- Crystal violet...............oociiit. 0,001 g
SAGAT. 15¢
SPH. 7,1
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Annexes 03 :

e Gélose de Mueller Hinton Biomérieux

-Infusion de viande beeuf ........................ 300g
-Bio-Case......ooviiiiiii e 17,5g
SAmidon ..o 1.5¢
SAZAT 17¢g
-Eaudistillé.................o 1000ml

Annexes 04 :

e Citrate de Simmons

-Magnesium sulfate MgSO4............coiiiiiiiiiiin 0,2¢g
-Ammonium dihydrogéne phosphate (NH4) H2PO4............ lg
-Phosphate dipotassium K2HPO4....................ocooeininne. lg
-Citrate de Sodium ou acétate de sodium .......................... 2¢g
-Chlorure de sodium (NaCl)...........cooviiiiiiiiiiiiien, 5¢g
FAGAT . 15¢
-Bromothymolblue.................oooii 0,08¢g
-Eaudistillé. ... 1000ml

-Ph 6,9+ 0,2 a25°C
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Annexes 05 :

e Bouillon De Mannitol

-Peptone pancréatique de caséine.................. 10g
-D-Mannitol...........cooiiiiiiiiii Sg
SNaCL 5¢g
-Rouge de phénol.................ooiil. 0.018¢g
-Eaudistillé..............oo 1000ml
pH=7,2+0,22a25°

Annexes 06:

e Milieu Clark et Lubs

-Peptone trypsique de viande........................ 6g
“GIUCOSE. . 5¢g
SK2HPOA. .o 5¢g
-Eaudistillée.............ooooiii 1000ml

Annexes 07 :

e Réactif de catalase
-Eau oxygénée H202................ccinn. 3%

Annexes 08 :

e Réactif de I’oxydase

-Diméthyle-para-phényléne diamine............... 1%
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Annexes 09 :

e Réactifs du Barritt (VP)

Réactif 1:

Alpha- Naphtol...............oooi 5%
-Alpha-Naphtol................cooiiiiiiiin 50g
-Ethanol..............c. 1000ml
Réactif 2:

Hydroxyde de potassium (KOH), 40% :
-Hydroxyde de potassium.......................... 40¢g

Annexes 10 :

e Réactif du RM

-Le rouge de méthyle......................ool. 0.15mg
-Baudistillé............oooo 1000ml
Annexes 11 :

e Réactif de Kovac

-N-amyle ou isoamyle alcool..................... 150ml
-Acide hydrochlorique concentré................ 50ml
-p-diméthylaminobenzaldéhyde.................. 10g
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Annexes 12 :

e Fiche technique de la galerie Api 20E

FICHE TECHNIQUE GALERIE API 20E ® MICRO-GALERIE

PRINCIPE :
Le systéme APIE BicMéneux (Appareilage et Procédé dldentification) est une version miniaturisée et standardisée
des technigues biochimigues conventionnelles pour dentification des bactéries.

Lorgu'une suspenzion bacténenne de denaité convenable est réparbe dans les différentes alvéoles qui composent la
microgalene (contznant de substrats déshydratés), les métabolites produits durant |a pénode dincubation se
traduizent par des changements de coulsur spontanés ou révelés par addition de réactifz.

Elle permet Midentification d’une centaine de bacilles a Gram négatif dont les Emérohactéries.
Elle comprend 20 tests biochimigues.

TECHNIQUE :

= Préparation de i3 galerie
* REunir fond et couvercle d'uns boite dincubation et répartir de Feaw dans les alvéoles pour crésr une
atmosphére humide.

» [époser sténlement la galene dans |a boite d'incubation

=» Préparation de Finoculum
» Cuvrir une ampoule de Suspenzion Medium (ou un tube deau distillée stérile)
» Prelever une seule colonie bien izolée sur milieu gélosé
» Régliser une suspension bacténenne faible (opacité (5 sur Fachelle Mc Fadand)

= Inoculation de la galerie

Remplissags des tubes
Remplir les tubules &t les cupules des tests du type CIT)

Fipsita Fasteur
. . Cupal=
Remplir les tubules des tests du type ADH et remplir Ia cupule
avec de [hulle de paraffine, pour créer 'anaérobiose.
Tubuls

Remplir uniquement le= tubules des tests restants Remplir en posant |3 pipette

contre a3 parol de |a cupule.

dHglLBL

Remarque . il estimportant de veiller & ne pas créer de bulles lors de Finoculation gui poureaient fausser e

résultat. De plus 'apparhion de bulles aprés incubation apportera un caractére didentificabon supplémentaire
(GAZ+)
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Annexes 13 :

e Thbleau de lécture de la galerie miniaturée API 20E

TABLEAU DE LECTURE DE LA GALERIE MINIATURISEE API 20E

Microtube Substrat Caractére recherché Lecture directe ou indirects (Test si nécessaire) Résultat+ | Résultat-

ONPG | Ortho-Nitro-Phényl-Galactoside | Pgalactosidass Lecture directe

ADH | Argining Argining dihydrolase

LOC  |Lysine Lysine décarbonylass Lecture directe -

ODH | Omithing Ornithine décarbonylase '

CT  |Cirate |Ifif=afion du citrate Lecture directe ' '
He5 | Thiosulfate de sodium Production £H2S Lecture directe '

URE |Ure [Irézse Lecturs direcie '

A Leciurs indirecte
TOA | Tryptophane Tryplophenc desaamingze Test: ajouter | goutte de Perchlorure de Fer '
IND | Tryptophane Production dindoke ceclurs ndiects

Test - gjouter 1 goutte de réaetf de Kovacs

Lecture indirecte |Attendre 10 minutes)

® Fyruvate de sodum Production frcétiine Test: ajouter | goutte de KOH et d'a-napthe!
GEL GB".ME emprisonnant - des (élatinase Lecture directe
particules de charhon

GLU & ARA | Substrat carboné Iifization de substrat carboné Lecturs dirscte - '

Leciurs indirecte dans la cupule GLU
NOz/N; |Mitrates (NOJ) Nitrate réductase Test: gjouter 1 goutte de réactf de Griess '
Ajouter de a poudee Zinc en cas de résultat négati
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Annexes 14:

Fiche technique de la galerie Api 20 NE

CONDITIONS DE STOCKAGE
Les galeries et miliew: 5= conssrvent 3 2-3°C jusqua la
date imitz dutilisation indiguée sur Fembaliags.

ECHANTILLON S (FRELEVEMENT ET PREPARATION)
AF1 20 ME ne doit pas éfre utilise directzment & partir des
prelévements clinigues ou autres.

Les microorganismes a identifier doivent dans un premier
temps Sire isolEs sur un miliey de culture sdspte
{=x. gelose Trypoase Soja) selon les technigues uswslles
de bacieriologie.

MODE OPERATOIRE
Test Oxydase

L= test oxydase doit &tre réalise selon les instructions du
fabricant, il constitue le 21%™ test d'identficstion & noter
sur la fiche de résultats.

Lélection des colonies

APl 20 ME doit &tre ufilisé avec des bacilles 4 Gram
negatif non enterobacieries et non fastidieux.

HOTE 1 : ceraines EPEEE de baciles 3 Gram negatrf
non  entérobacigries  qui sont  oxydase  négative
(5 malfophils, Acinefobscier..) sont parfzaiternent

dentifides avec AF|I 20 NE. On saidera du contexte
clinigue cu bactériclogique pour utiliser catte galerie.

MHOTE 2 : Les recroorganismes fastdisux, edgeants st
nécessitant des précsutions de manipulstion paricubisres
{ex. Brucels et Franciselz) ne font pas partie de I3 base
de= données APl Z0 ME. Il convient d'utiliser d'autres
techniques pour exclure ow confirrmer leur présence.

Preparation de la galerie

= Réunir fond =t couvercle d'une boite dincubstion =t
régartir erviran 5 mil d'eau distillée ou deminéralizéa [ou
toute eau sans addifif cu deérves susceptibles de libarer
des gaz (Ex: Clz, 0z ...}] dans les alveoles pour créer
une atmosphérs hurmids.

#Inscrire la référence de la sowche sur la languette
Iztgrale de |z boite. (M pas inscrire |3 référence sur le
couvercle, celi-ci pouwant Stre déplacé lors de la
manipulation].

= Sortir ls galerie de son emballage individuel.

= Placer Iz galerie dans la bofte dincubation.

Preparation de linoculum

= Jurir une ampoule TAR MalZl 0,85 3 Medium (2 ml)
comme indiqué au paragraphe ' F'I'B:'.ELI[I'JHE dutilization”
de |3 notice du produif gu utiliser un fube contenant 2 ml
de =olution saline & (.85 %, sans additf.

=& laide dune pipetie ou duns FSlpette, prélever
1 @ 4 calonies de morphologie identique, par aspirations
ou par touches successives. Utiliser préferentiel-
lement des cultures jeunes (13-24 heures).

= Realisar une suspension d'opaciie egale a D5de

Inoculation de la galerie

= Remplir les tubes (ef non les cupules) des tests MOz &
PMPG avec la suspension précédente en utilisant la
pipette ayant servi au prélévemsnt Pour éviter la
formation d= bulles su fond des tubss, poser la pointe
de la pipette ou de la PSipetie sur ke cote de la cupuls,
en incinant kEgérement la boite dincubstion wvers
I'avant.

« Cuwrir une ampaouls dAP1 ALK Medium comme indigué
au paragraphe "Précautions d'utilisation™ 2t v fransférer
environ 200p de |a suspension précedente
Homagendiser avec la pipetiz en évitant la formation de
bullies.

= Remplir tubes et cupules des tests |GLU| a |F‘ﬁ.I3 &n
weillamt 3 crésr un niveau horizontal ou legerement
commexs, mais  jamais  concawe. Des  cupulss
incomplatemant rempliess ou trop remplies peuvent
entrainer des résuliats incamects.

=« Remplir d'huile de paraffine les cupules des trois tests
souligngs (GLU, ADH, URE)} pour former un ménisque
COMVExE.

= Refarmer la boite d'incubation 21 incuber 3 2050 + 250
pendant 24 heures (£ 2 heures).

LECTURE ET INTERPRETATION
Lecture de la galerie

= Aprés incubation, |a lecture de la galerie doit s= faire en
s& référant au Tableau de Lecture.

= Moter sur |z fiche de résultats foutes lez réactions
spontangss (GLU, ADH, URE, ESC, GEL, PNPG)

= La réwslstion des deux tests NOz =t TRP doit se faire en
metiant les  tests  dassimilation & Tabri  d'une
cortaminztion par Fair ; pour cela, placer le cousvercle de
la boite dincubstion au dessus de ces tests, pendant la
périnde de révélation des tests MOz st TRP.

= Test NO: :

- Ajouter une goutte de réactifs MIT 1 =t MIT Z dans la
cupule MOz

- &prés & min, une couleur rouge indigue une réaction
positive. 3 noter sur la fiche de résuliats.

- Une réaction négative peut &tre due 3 s production
d'azote (eéventusllement signalée par I3 presence de
microbulles) ; ajouter 2-3 mg de réactif Zn dans la
cupule MOz

- =5 & mn, une cupule restee incolore indique une
reaction positive a noter sur la fiche de resultats.
5i la cupule devient rose-rouge, k3 réaction est
megative car les nifrates encore présents dans be tube
ont abors Et8 reduits en nitrites. par e Zinc.

La réaction utlisee pour lMdentification de la bactérie est

la réduction des nitrates ; eliz st positive =i [uns ou

[autre des dewx réactions precédentes (production de

MOz ou de Mz} est posithee.

La production de Mz peut cependant &tre utilisée seule

comme  test complémentaire dans le  Catalogue

McFarand. Cette suspension  doit  &tre ul:ilisée Analytique.
extemporanémsant.
= Test TRP -
NOTE : Pour le bon foncionnement des tests de [a Ajouter une goutte de réactif JAMES. Une couleur rose
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Annexes 15 :

e Thbleau de lécture de la galerie miniaturée AP1 20NE

Bpr® 20 NE CTEASK - fr - ZO08T1
TABLEAU DE LECTURE
aTe RESULTATS
TESTS | COMPOSANTS ACTIFS REACTION SSENZYME S
(ergieup.) HEGATIF | PO SITIF
MIT 1 + MIT 2/ & min
NG potassiem nitrase 0435 | rEduclion des Nirales en nimes Incolore ToEe-Touge
réduction deshiirates en azote robg Incoione
JAMES / nenédiat
ncolore

Lotz L-Arypeophane 0.2 formation Tnoole (TRYPIOPNans) ven piie / jpune rose

Sy C-glunonE 152 | rermenton (GLUCoMe) BiEU 3 ven B
ADH L-arginine 152 | Angnine DHyomEse june ﬂﬁ;‘“ !

oran f rose !
URE urte 076 |UREase Jaune E“
Esc e ;ﬁ#& hydrotyse (Peglucosidase) (ESCuling) Jaune gris ! marran / nakr
gedatineg pas de difusicn dFTusion du
GEL (ongine bovine) oS hydrolyse (protease) (SELating) g . - ¢ rooir
A=RRFEEBEry -0 PegEBCOEITNEE (PArE-NIFOSNEnyl-50-
PNEG GAlSCInpY TR GEInE 022 ﬁmmp-,mwu:':uu:. o ncolore jpune
[0 C-glucoes 1,56 |=sswmilation (GLUcosE) trancparence troutle
Lama) L-afabinceR 1.4 | assriation (ARADINCES) ranEparence roubie
|MNE] CH-mManrose 1.4 EErPllaton (MarNosE) CRRELErEmGE oLk
Laean] D-mannfci 1.36 | asskrilation (MANATCT Francparence troubile
Lras) (R T T S T 128 | assirmiation (N-ASky-GIUCokaming) AN EpArEROR TrouN
| D-mahose 1.4 |assrmiaton puALMse) rancpareroe rounie
LesT) potassium gluconate 1,84 |=sswmilation (polassium GlucciMaTe) Fransparence troubile
(=Ll cide capnque 078 | assimilption (acioe CAPAQUE) FRERArEroE roubiE
Laoi] acige adipigue 112 |=ssmiiation (acide ADipigue) trancparence routle
[aoT] acige maligue 1,56 |[asswmiation (MalaTe) ransparence troubile
[[=d| triscdium ciirate 228 | asswriauon (rsocen CITREE) ERNEPArEncE LT
| acige phenylacetique LE assimilation (acice PhenylACEsque) trancparence troubie
{woir noBice .
oo ou test cxyaase) CYIOERFOME-oXyIase {veir ROBEE du Best cxydase)

= L5 Quantites

DEUVENT Sre SpUStEss an fonchan des tires des maherss premisres.

nchguees
= Cerntsines cupules contiennent des composants d ongine animale notamment peplone bovina!porcine.
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Annexe 16 :

Cette coloration de Gram se réalise en 7 étapes:

'\

)
i

I- On réalise un frottis sur une lame de microscope a partir d'une suspension
bactérienne: on agite la suspension afin de I'homogénéiser et d'éviter d'avoir un
culot au fond du tube. Avec l'aide d'une anse que I'on aura préalablement stérilisé (en
la passant sous le bec benzeéne), on préleve un peu de la solution bactérienne en
plongeant le fil de platine de la anse dans le tube a essai.

2- On dépose ensuite ce prélevement au milieu de la lame en faisant des rotations jusqu'a
séchage.

3- On procede a la fixation du frottis soit avec de 1'éthanol a 90° (5 minutes) puis on
enflamme la lame ou on passe directement 3 fois la lame dans la flamme du bec
Bunsen.

4- La coloration au violet de Gentiane (colorant basique): la lame est plongée pendant 2 a
3 minutes (en fonction de la concentration) dans la coloration au violet de gentiane.

Toutes les bactéries sont colorées en violet puis rincer a 1'eau déminéralisée.
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5-

Mordangage au lugol (solution iodo-iodurée) : étaler le lugol et laisser agir 20
secondes ; Rincer a I'eau déminéralisée. Cette étape permet de stabiliser la coloration
violette.

Décoloration a l'alcool: verser goutte a goutte l'alcool sur la lame inclinée
obliquement. Surveiller la décoloration (5 a 10 secondes). Le filet doit étre clair a la
fin de la décoloration. Rincer sous un filet d'eau déminéralisée. L'alcool pénettre dans
la bactérie. La coloration au violet de Gentiane disparait. Les bactéries décolorées sont
des bactéries Gram-. Si 1'alcool ne traverse pas la paroi, on est en présence de bactéries
Gram+.

Contre coloration avec de la Fuchsine ou de la Safranine: laisser agir de 30 secondes a
1 minute. Laver doucement a l'eau déminéralisée. Sécher la lame sur une platine

chauffante a 40°C, 10 a 15 minutes. Les bactéries Gram- sont colorées en rose.
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