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Résumé.
L’objectif de cette étude est d’isoler la bactérie Escherichia coli des poulets de chair qui
présentent les Iésions de la colibacillose, d’évaluer la fréquence d’antibiorésistance de ces souches vis-

a-vis de 12 molécules d’antibiotiques, et la recherche de souches BLSE.

Sur 50 prélevements d’organes effectués, tous ont présenté une culture positive d” E.coli sur
gélose Mc conkey et Hektoen, une identification biochimique via la galerie d’identification API 20 a
été ralisee confirmant la présence d’E.coli dans 100 % des prélévement effectués, ’antibiogramme par
la méthode de diffusion sur gélose a révélé les résultats suivantes : une trés bonne réponse vis-a- vis de
la Tétracycline et [I’Acide Nalidixique (98%), Sulfaméthoxazole+Trimétoprime(88%)
I’ampicilline(80%),par contre les autre résultats ; enrofloxacine(66%),néomycine (44%) ; nitrofurane
(28%) ;chloramphénicol(8%) ;et céfotaxamie ;gentamycine et colistine (0%).

Aucune souche n'est résistante a un antibiotique, il existe 15 souches sont résistantes a 6
antibiotiques (30 %), et 8 souches sont résistantes a 4 antibiotiques (16 %), et 4 souches sont
résistantes a 8 antibiotiques (8 %). Aucune souche n’est BLSE.

En conclusion, il ressort clairement de cette étude que les antibiotiques sont de moins en moins
efficaces contre les colibacilles. Il est plus que jamais nécessaire d’effectuer des tests de sensibilité
aux antibiotiques avant le traitement afin de prescrire la molécule de choix.

Mots clés : colibacillose, antibiotiques, poulets de chair ,antibiorésistance, BLSE , E. coli.

Abstract
The objective of this study is to isolate the bacterium Escherichia coli from broilers with
colibacillosis lesions, to assess the frequency of antibiotic resistance of these strains against 12

antibiotic molecules, and research for BLSE strains.

out of 51 samples taken, 50 presented a positive culture towards E.coli, an identification of the
isolated bacteria was carried out with an API 20 20E identification gallery revealed the presence of E.
coli in 98% of pathological samples, the antibiogram by the agar diffusion method revealed the
following results: a very good response to Tetracycline and Nalidixic Acid (98%), Sulfamethoxazole +
Trimetophrime (88%), ampicillin (80%), for against other results; enrofloxacin(66%),neomycin(44%);

nitrofuran(28%);chloramphenicol(8%);and cefotataxamy ; gentamycin and colistin(0%).

No strains are antibiotic resistant , there are 15 strains resistant to 6 antibiotics (30%), and 8

strains are resistant to 4 antibiotics (16%), and 4 strains are resistant to 8 antibiotics (8%).



In conclusion, it is clear from this study that antibiotics are becoming less effective against E. coli.
More than ever, antibiotic sensitivity testing is needed before treatment to prescribe the molecule of
choice.

Key words: colibacillose, antibiotics, broiler chickens, antibiotic, BLSE, E. coli.

ucdla
o3 daglie il i anil ¢ b o1 g8 ol ldl Lelai Al aadl zlaall e Escherichia coli LS Je 5ol jall sl (e Caagl)
.Mc conkey s Hektoen agar e E.coli LSl dulay) 4818 Leasan o ¢ Wadal &3 sliac V) (e due 50 Om (0

API 20E  aypad (i pme e (5 (Pl naadiel jal o

s By Alaiod A ) V) 55 A8yl JDA (e g sad) Sl 5 ¢ 53 saldll izl (40 7100 8 4808 L 55 5m 5 S5
AV @il s AT Lab (g ¢ (807) Crbuuraal ¢ (887) prrisian s + Js JuS sialibis ¢ (987) hausSunllill (man 5 (plSsu yiill
(07) Ol o€ 5 Gamlaliian ¢l g ¢ (87) JsSaidal y5IS ¢ (287) (1855 ¢ (447) Cpmlasai ¢ (667.) CrmilasS 518 5 ,53)
(]6/) 373}._\; Q\AL..'AA4?}\§3QY% 8 5¢ (30/) :\ﬂ}:\;ghbb.'cm6 ejl_'é:?dm.m 15 Mg « :Q}:\a.“ Q\JM:\A}G.AML wnay
BLSE s algal ¥ _(SZ) A gn Dlalias 8 a gl YNG4 ¢

o) a) (ome g gl e ST (55l (ga A sl gl A0S H3Y) am Adeld 81 4 gaad) laliaall o Al jall 038 (e gy ¢ QLAY
D o5 3all Caa s dal e Bl U 4 gaa) Cilaliaall Al <l 5Ll

E.Coli ,ESBL ¢ iy Suall il o il (pamsill rlad 4y saal) sl ¢ A ol sil) lpeaal) o1 :dpalibal) il



Symboles et abréviations

ADN : Acide désoxyribonucléique

Ag : Antigene

AMP : Ampicilline

Antigénes H : pilus

Antigenes K : capsulaire

Antigenes O : somatique

APEC : Escherichia coli pathogéne aviaire
Api 20 E : Api 20 Entérobactéries

ARN m : Acide ribonucléique messager.
ARN t : Acide ribonucléique de transfert.
ATB :Antibiotiques

AUG : Amoxicilline/Acide clavulanique
BHIB : Brain Heart Infusin Borth

C : Chloramphénicol

CMI : La concentration minimale d'inhibition.
CN : Gentamicine

CS : Colistine

E. coli : Escherichia coli

ECVF : Escherichia coli vacuolating factor
EMB: bleu d’¢osine méthyléne

ENSV : Ecole Nationale Supérieure vétérinaire
F : Nitrofurane

fliC : Flagellin Escherichia coli

GC : Guanine Cytosine

Gram - : Gram négatif

Gram+ : gram positif

H : Heure



I: Intermédiaire

Iss : Increased géne survival

Kb : Kilobase

kDa : Kilodalton

LPS : Lipopolysaccharide

mm : Millimetre

N : Néomycine

NH2 : groupements amines.

nm : nanometre

OH : groupements hydroxyles.

ONPG : Ortho-Nitro-Phényl Galactoside
PLP : protéines liant les pénicillines.
QRDR: Quinolone Resistance Determining Region

R: Résistant

S: Sensible

SIGT : syndrome infectieux du gonflement de la téte

TDA: Tryptophane Désaminase

TE : Tétracycline

TraT : Transfert T

TSI: Triple Sugar Iron

UFC : unite formant colonie

VP: Réaction de Voges-Proskauer

B-lactamine : béta-lactamine.
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epuis pres d’un demi-siecle, la production avicole a vécu des changements profonds.
Les progres en génétique et en nutrition ont favorisé une expansion phénomeénale de
cette production qui a su répondre a ’augmentation remarquable de la demande pour

ces produits (Vaillancourt, 2009).

A Tinstar des autres pays du monde, I’Algérie a procédé, dés les années 1970, au
développement de la filiere avicole, en vue de réduire rapidement le déficit en protéines animales
dont, souffrait cruellement le citoyen. Les plans élaborés afin d’atteindre cet objectif ont été axés
sur la production intensive des produits finis (poulet de chair et ceuf de consommation) dans le

but d’arriver a une production locale optimale (poussin chair et ponte d’un jour) (Fenardji,

1990 ; Ferrah, 2000).

L’intensification de la filiere aviaire n’évolue pas sans problémes. En effet, la plupart
des aviculteurs ne sont pas des professionnels et ne maitrisent pas I’application des régles
d’hygiéne fondamentales, favorisant ainsi I’émergence de diverses pathologies qui portent

atteinte a la qualité du produit et a la rentabilité economique.

La volaille constitue 1’'un des principaux réservoirs des entérobactéries et se trouve par
conséquent souvent incriminée dans de nombreuses toxi-infections alimentaires collectives
(Cardinale et al., 2002). Aussi, les infections a Escherichia coli sont connues depuis fort
longtemps dans les élevages avicoles car elles sont, les plus répandues et les plus importantes en

pathologie aviaire.

Elles demeurent a ce jour un sujet d’actualité car I’intensification de la production avicole
dans le monde a augmenté¢ leur incidence et les pertes économiques pour I’industrie avicole sont
considérables. Elles peuvent entrainer de la mortalité, des retards de croissance, des baisses de
performances, des chutes de 1’éclosabilité et d’importantes saisies au niveau des abattoirs,
ajoutant a cela des frais importants en antibiothérapie (Cloud et al., 1986; Hammoudi et Aggad,
2008).

Etant donné le peu de connaissance sur I’'importance de la diversité des souches d’E. coli
aviaires en matiere de facteurs de virulence, aucun vaccin n’est disponible a I’heure actuelle pour
lutter efficacement contre la maladie, en conséquence 1’antibiothérapie une fois le diagnostic

établi reste le seul moyen de lutte contre la maladie.

Cette situation, a poussé les éleveurs a un usage abusif et erroné des antibiotiques dans le

but d’assurer la rentabilité de leurs élevages, on occultant le fait qu’ils participent a I’émergence
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de bactéries résistantes, voire multirésistantes qui peuvent entrainer de sérieux risques
pour la santé humaine. Ainsi la consommation mondiale en antibiotiques chez les animaux est de
27000 tonnes dont 20% chez la volaille (5400 tonnes) (Rapport AFSSA-ANMYV Sept 2009)
(Bousquet- Milou, 2010).

Notre étude s’est fixée pour objectifs I’étude de I’antibiorésistance et la recherche des

souches d’E. coli potentiellement productrices de bétalactamases a spectre étendu.

Pour ce faire, nous allons suivre un plan classique ou aprés une synthese bibliographique
qui portera respectivement sur : E. coli et colibacillose dans 1’espéce aviaire et les antibiotiques
et antibiorésistance. Nous aborderons une deuxiéme partie consacrée a 1’étude expérimentale qui
concernera les différents protocoles relatifs a I’échantillonnage, 1’analyse bactériologique
(isolement, antibiogramme). Le dernier chapitre sera réservé, quant a lui, a 1’interprétation des
résultats et débouchera également sur l’ouverture des discussions et sera conclu par la

proposition de recommandations.
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Chapitre 1 : Escherichia coli et colibacillose
1. Historique

- En 1885, E. coli a été décrite par le pédiatre allemand Theodor Escherich (1857-1911) dans les
excréments d'un enfant souffrant de diarrhée et il ’a nommé Bacterium coli commune (Mainil, 2013).
- Le vétérinaire Danish a supposé en 1893, que cette espece comprend différentes souches, certaines
étant pathogenes, d'autres non pathogénes (Mainil, 2013).
- En 1919, Castellani et Chalmers ont donné un nom définitif a cette bactérie qui est Escherichia coli
en hommage a Escherich (Mainil, 2013).
- Dans les années 40, Kauffmann a développé le sérotypage d’E. coli. Il a mis en évidence la présence
des antigénes de surface somatiques (antigenes O), antigénes capsulaires (antigenes K) et antigénes
flagellaires (antigénes H). Certains sérotypes sont en effet associés a des syndromes cliniques
spécifiques (Mainil, 2013).
- Depuis 1960, plusieurs propriétés spécifiques qui différencient les souches d’E. coli pathogenes des
souches non pathogenes ont été deéveloppées (Mainil, 2013).
2. Description et classification d’E. Coli

Il s’agit d’une bactérie Gram-négatif non sporulée faisant partie de la famille des
Enterobacteriaceae (tableau 1). Elle a été caractérisée sur les plans : phénotypique, biochimique et
physiologique. Aujourd’hui, ce sont des techniques basées sur 1’utilisation de I’ADN qui permettent
une étude génétique des populations et la caractérisation des différentes souches d’E.coli (Boulhbal,
2009).

Tableau 01: Classification d’E. coli (Boulhbal, 2009).

Régne Procaryotae
Domaine Bacteria
Phylum Proteobacteria
Classe Gammaproteobacteria
Ordre Enterobacteriales
Famille Enterobacteriaceae
Genre Escherichia
Espéce Escherichia coli

3. Habitat
E. coli est une bactérie commune de la microflore commensale intestinale de ’homme et de la
plupart des animaux a sang chaud (mammiféres et oiseaux). Elle colonise de maniere asymptomatique

le tractus digestif de ’homme dans les premiéres heures qui suivent la naissance et constitue dés lors
3
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I’espece bactérienne dominante de la flore anaérobie facultative du colon humain. Sa niche écologique
se trouve dans la couche de mucus secrétée par I’épithélium du colon ou elle assure, avec les autres
composants de la microflore, une barriére de protection de la muqueuse (Pantel, 2015).

La concentration en E. coli par gramme de selles varie d’un individu & un autre de 10’a 10° unités
formant des colonies (UFC). Elle est plus faible chez les autres mammiferes. E. coli peut transiter dans
I’cau et les sédiments. 11 est utilisé comme un indicateur de la contamination fécale de 1’eau. On estime
que la moitié de la population totale des E. coli réside au niveau de ces habitats secondaires
environnementaux, au sein desquels certaines souches peuvent étre sélectionnées et disséminer
naturellement. E. coli, et plus largement les coliformes thermo-tolérants, sont également recherchés

dans les aliments comme indicateurs de contamination fécale (Pantel, 2015).
4. Caracteres bactériologiques de I’espéce
4.1. Caractéres morphologiques

Bacille a bout arrondi, mesurant approximativement 2 a 4um de longueur sur 0.6 um de larguer, ne
possédant ni capsule ni spores, il se présente isolé ou en courtes chainettes, et en quelques cas, sous
forme de trés long filaments. Pourvu de cils, E. coli est généralement mobile gréce a une ciliature
péritriche mais cette mobilité est tres variable selon le milieu ou la souche a été ensemencée (Bey,

2009). La figure 1 représente une observation microscopique de coloration de Gram d’E. coli.

Figure 01: E.coli, coloration de Gram (Grossissement x 100) (Hart et Shears, 1999).
4.2. Caractéres culturaux

Elle se développe en 24 heures a 37 °C sur les milieux gélosés en donnant des colonies rondes,
lisses, a bords réguliers, de 2 a 3 mm de diamétre, non pigmentées. Sur gélose au sang, les colonies
d’E. coli sont lisses, gris terne, et de 2 a 3 mm de diamétre. Sur milieu Mac Conkey, les colonies d'E
coli sont lactose-positives, de couleur rose a rouge, plates, seches et de 2 & 3 mm de diamétre. Elles

sont généralement entourées d'une zone rose plus foncée des sels biliaires précipités. Les souches d’E.
4
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coli lactose-négatives produisent des colonies incolores sur Mac qui sont de 2 & 3 mm de diametre
(Haouzi, 2013 ; Hart et Shears, 1999 ; Benabdallah-Khodja et Hamlaoui, 2016).

La figure 2 représente une culture d’E. coli lactose-positive sur milieu Mac Conkey.

Figure 02: E. coli sur milieu de Mac Conkey (Hart et Shears, 1999).

4.3. Caractéres biochimiques

Les tests biochimiques les plus communément utilisés dans 1’identifications sont : le type de
fermentation, 1’utilisation du lactose et du citrate, la production d'indole a partir de tryptophane,
I’hydrolyse de l'urée et la production de sulfure d’hydrogeéne ( Haouzi, 2013). Le tableau ci-apres

représente les principales caractéristiques de 1’espece E. coli.

Tableau 2 : Principales caractéristiques biochimiques de I’espéce E. coli (Haouzi, 2013).

Caractéristiques Escherichia coli
ONPG +
Oxydase -
Rouge de méthyle +

Voges —Proskauer -

Production d’indole (généralement présent)

Utilisation du citrate -

Production de H2S -
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Uréase -
B-galactosidase (généralement présent)
Gaz a partir de glucose +

Acide a partir de lactose +

Phénylalanine désaminase -

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

Liquéfaction de la gélatine (22°C) -

% de GC 48-59

- Caractére négatif + : Caractere positif
4.4. Caractéres antigéniques

L’étude de la structure antigénique est tres utile car certains sérotypes ont un pouvoir pathogene

particulier. Kaufman a distingué trois variétés d’antigenes O, H, K (Dembel, 2006) :

4.4.1. Antigenes somatiques O

Les antigenes somatiques sont composés de plus de 150 de lipo-polysaccharides complexes.
Actuellement certains laboratoires d’analyses médicales utilisent I’agglutination avec des Sérums pour
déterminer le sérogroupe, mais cette technique est limitée par le nombre de plus en plus élevé de
sérums a fabriquer, par la présence d’agglutination croisée entre les antigenes O d’E. coli, Shigella et
ceux de Salmonella, et par le passage de la consistance crémeuse de la colonie a une consistance

rugueuse ayant pour conséquence 1’absence de synthése de I’antigéne O (Surveillane, 1997).

4.4.2. Antigenes flagellaires H

Chez E. coli, les flagelles sont constitués de trois parties : un corpuscule basal, un crochet et un
filament hélicoidal formé d’un assemblage de flagelline. Plus de 40 génes répartis principalement dans
4 clusters sont impliqués dans la formation et le fonctionnement du flagelle. La flagelline,
immunogene et constituant 1’antigéne H est généralement codée par le geéne fliC. Chez E. coli, les
parties N-terminale et C-terminale de la flagelline sont conservées, tandis que la partie centrale,
exposée a I’environnement, est hautement variable. Cette diversité proviendrait des transferts
horizontaux et des recombinaisons d’ADN étranger qui généreraient de nouveaux alléles de fliC et
ainsi de la diversité antigénique. Les souches d’E. coli caractérisées par I’incapacité de synthétiser un
flagelle fonctionnel sont classées comme non-mobiles (NM ou H-) (Miszczycha, 2013).

6
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4.4.3. L'antigene de surface ou d'enveloppe K
Il existe 3 types d’antigénes K désignés par les lettres L, A ou B (Posl et al., 1998) :

v' L’antigéne L est le plus fréquent mais est thermolabile (il est détruit en une demi —heure a
100C°®), donc le chauffage provoque une perte du pouvoir antigénique, du pouvoir de fixer les

anticorps et du pouvoir de masquer I’antigéne O ;

v/ L’antigéne A est rare, c’est un antigéne capsulaire (les E. coli encapsulés sont relativement
fréquents dans les infections urinaires). L’Ag. A est tres thermostable (il faut un autoclavage pour le

détruire) ;

v/ L’antigéne B est toujours présent chez les E. coli entéropathogenes de gastro-entérite infantile. 11
a une thermolabilité intermédiaire : apres une demi-heure a100C°il reste toujours de ’antigéne O peut
entrer en contact avec le sérum par «trouage» de I’enveloppe, la fixation de I’anticorps est toujours

positive mais le pouvoir antigénique se perd progressivement (en fonction de la durée de chauffage).

5. Pouvoir pathogene

Le pouvoir pathogene d'E. coli (APEC) est a déterminisme plurifactoriel. Les mécanismes et les
modalités d’action des souches pathogénes de colibacilles aviaires sont imparfaitement connus ; c’est
ainsi qu’il existe un certain nombre de facteurs de virulence qui sont associés au APEC. Ces facteurs
regroupent les adhésines ou fimbriae (impliquées dans 1’adhérence des bactéries au tractus
respiratoire), la résistance a I’activité bactéricide du complément ou résistance au sérum (nécessaire a
la survie des bactéries dans le sang), les systémes de captation du fer (aérobactine) (utiles a la
multiplication des bactéries dans le sang), les toxines, I’antigéne K, le curli et le systéme

hémagglutinant (Stordeur et Mainil, 2002).

5.1. Adhésines
Le pouvoir pathogéne des colibacilles est lié a la capacité d'adhérence aux mugueuse

respiratoires par des pili codés par un plasmide (Villate, 2001 ; Robineau et Moalic, 2010).

5.1.1 Fimbriae de type 1

Ce sont de longues protéines filamenteuses de 7nm de diametre et de 0,1 & 2 um de long. Elles
sont composées principalement d'un seul polypeptide répété arrangé sous forme d'hélice pour former
hollowfibre. Les fimbriae de type 1 sont constitués d'une protéine majeure fimA, associée a d'autres
protéines auxiliaires (fimF et fimG) et d'une adhésine fimH, celles-ci sont codées par un ensemble
comprenant 9 genes dont 7 sont présents sur un méme opéron (Stordeur et Mainil, 2002).

7
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Les fimbriae de type 1 sont principalement exprimés par les bactéries qui colonisent la trachée, les
poumons et les sacs aériens, mais pas par celles qui colonisent les tissus plus profonds du sang car
elles sont rapidement tuées par les macrophages (Dozois et al., 1994 ; Pourbakhsh et al., 1997).
Plusieurs variantes de fimbriae de type 1 existent chez les APEC et semblent associés aux sérotypes
des souches pathogenes (Martinez et al., 2000).

5.1.2 Fimbriae de type P

Les fimbriae de type P ou F11 ont été d'abord découverts chez des souches d’E.coli associées a des
infections du tractus urinaire supérieur chez I'homme. On les retrouve occasionnellement dans les
isolats urinaires des canins, chez les porcs septicémiques et en minorité chez les APEC (Vidotto et al.,
1990).

La présence des fimbriae de type P est significativement plus fréquente chez les souches isolées de
poulets septicémiques que chez les souches isolées de poulets sains (Dozois et al., 1992).

Ils sont exprimés par les bactéries qui colonisent les sacs aériens, poumons et organes internes mais ne
sont pas exprimés par celles qui colonisent la trachée, suggérant que cette adhésion pourrait jouer un

réle plus tardif dans le processus infectieux (Dozois et al., 1995).

5.1.3 Autres adhésines

Des études sur une collection de 1.600 souches d’E. coli aviaires isolées d'animaux morts de
colibacillose, par hybridation des colonies mettent en évidence que des adhésines F17 et Alfa-8
présentes chez d'autres especes animales comme le bovin ou le mouton (Pohl et Mainil, 1995 ;
Mainil et al., 1997; Le Bouguenec et al., 1999 ; Lalioui et al., 1999; Gérardin et al., 2000 ; Mainil
et al., 2000), et jusqu'alors non décrites chez la volaille, sont également présentes chez celle-ci
(Stordeur et al., 2002).

5.2. Résistance au sérum (pouvoir bactéricide du complément) et a la phagocytose

La résistance au sérum et a la phagocytose est bien élucidée pour jouer un réle important dans la
virulence et le développement de la septicémie (Vidotto et al., 1990; Nolan et al., 1992, ; Dho-
Moulin et Fairbrother, 1999).

Les génes TraT et Iss codent pour les protéines de la membrane externe, et leur réle dans la
résistance au sérum est confirmée par mutagenése (Sukupolvi et al., 1987; Wooley et al., 1993). Le

géne Iss est frequemment plus présent dans les isolats d'oiseaux atteints de colibacillose que dans les
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isolats fécaux d'oiseaux sains (Pfaff-McDonough et al., 2000; Nolan et al., 2003 ; McPeake et al.,
2005 ; Rodriguez-Siek et al., 2005).

La protéine TraT agit comme un inhibiteur de la phagocytose en entravant la déposition du C3
(Aguero et al., 1984) ,en plus de TraT et Iss, une protéine de 162 kDa, connue pour servir de
meédiateur de la résistance au complément, a été identifiée (Nolan et al., 1992b).

Des études recentes ont confirmé le réle de la capsule K1 et des fimbriae F1 et P aussi bien que les
lipopolysaccharides O1, 02, et 078dans la résistance aux effets du sérum et a la phagocytose
(Pourbakhsh et al., 1997 ; Mellata et al., 2003).

5.3. Aérobactine

Ce systeme, dont I'opéron est situé sur un grand plasmide (80 Kb), fonctionne in vivo et son réle
principal serait de permettre aux bactéries de se multiplier dans le sang ou les organes autres que
l'intestin (Vidotto et al., 1991 ; Wooley et al., 2000).

L'acquisition du fer est importante dans la virulence des souches APEC. Cela est illustré par la
présence des génes codant pour quatre systéemes d'acquisition du fer (aérobactine, Sit ABC,
salmocheline, et Tsh) dans le plasmide de la virulence de la souche O78K80APEC-1 (Johnsonet al.,
2006; Mellata et al., 2009).

Récemment, des génes ont été dressés sur la carte génomique a une région conservée de 93 Kb, dont
I'opéron est situé sur le plasmide ColV, PAPEC-02-ColV (Johnson et al., 2006). La transformation
des souches aviaires d’E. coli commensales par ce plasmide induit l'augmentation significative du
pouvoir létal des souches sur les embryons de poulet et I'aptitude a coloniser les reins des especes
murines (Skyberg et al., 2006).

La forte corrélation entre la production de I'aérobactine et la virulence des souches APEC a permis le
développement d'un test de diagnostic basé sur la détection immunologique de la proteine lutA qui est

le récepteur membranaire du complexe aérobactine-fer (Dho-moulin and Fairbrother, 1999) .

5.4. Toxines

En plus de I'endotoxine structurale de la paroi bactérienne (LPS), les souches APEC sont capables de
produire le "Escherichia coli vacuolating factor" ou ECVF. Cette toxine ressemble a la toxine VacA
produite par Helicobacter pylori. ECVF est décrite chez une trentaine de souches d’E. coli aviaires
dont 14 réputées pathogénes (Salvadori et al., 2001), codée par I'llot de pathogenicité appelé VAT-
PAI, elle contribue a la virulence des APEC (Parreira et Gyles, 2003).

9
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D'autres types de toxines sont rapportées chez les souches APEC, mais avec des réles obscurs dans la
pathogénie, incluant I'entérohémolysine, CNF1 (cytotoxicnecrotizing factor 1), CDT (cytolethal
distending toxin) (Blanco et al., 1997), VT2y, semblable a la toxine VT2v associée a la maladie de
'eedeme du porcelet, et présente chez 72% des souches associées a la forme “"Swollenhead disease*
(Katwa et al., 1992; Parreira et al., 1998; Parreira et Yano, 1998). Des séquences du gene codant
pour la shigatoxine ont été détectées chez APEC par PCR mais I'évidence de leur expression est
limitée (Parreira et Gyles, 2002).

6. Infections a E. coli « colibacillose »
6.1. Définition

Les colibacilloses aviaires sont dues a des souches d’E. coli qui affectent les oiseaux domestiques et
sauvages. Elles sont sans doute les infections bactériennes les plus fréquentes et les plus importantes
en pathologie aviaire. Les E. coli sont des hotes commensaux du tractus digestif de la volaille et la
plupart des souches ne sont pas pathogénes. Cependant, un certain nombre d’entre elles appelées
“Avian Pathogenic E. coli” ou APEC et appartenant a des sérotypes bien particuliers sont associées aux
colibacilloses dont les manifestations cliniques et les lésions peuvent étre variables suivant ’dge de
I’animal et le sérotype. Elles peuvent entrainer de la mortalité, des baisses de performances et des
saisies a I’abattoir. Contrairement aux infections des mammiféres, les colibacilloses aviaires prennent
des formes générales, avec une voie d’entrée respiratoire ou génitale. La plupart des colibacilloses sont
des surinfections, a la suite d’infections virales ou bactériennes notamment les mycoplasmes

respiratoires (Stordeur et Mainil, 2002).
6.2. Pathogénie

La voie d’entrée principale de I’agent pathogéne est le tractus respiratoire, via l’inhalation de
particules de poussiére contaminées par des E. coli excrétés du tractus digestif d’animaux sains, qui

constituent une source importante de contamination en élevage (Gyles et Fairbrother, 2010).

Aprés une premiére multiplication au niveau du tractus respiratoire supérieur, les bactéries colonisent
les voies respiratoires profondes, a savoir les sacs aériens et les poumons, dans une troisieme étape, la
bactérie atteint le sang et colonise les organes internes comme le ceeur, le foie et la rate (Jordan et
Pattison, 1996).

La susceptibilité des oiseaux a l'infection par les APEC est augmentée par la déciliation des cellules
épithéliales du tractus respiratoire supérieur aprés exposition au gaz ammoniac et a la poussiére dans
I'environnement des oiseaux. L'infection du tractus respiratoire du poulet par les APEC se traduit par
une dépression et de la fievre chez les sujets &gés de 4 & 9 semaines et une mortalité supérieure a 20%
(Dho-Moulin et Fairbrother, 1999).

10
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Les APEC peuvent infecter I'oviducte a partir du sac aérien abdominal gauche, provoquant une
salpingite et perte de la capacité d'ovulation, et peut envahir sporadiquement le péritoine via
I’oviducte, en provoquant une péritonite et la mort (Barnes et al., 2003).

6.3. Source d’infection et mode de contamination

Les sources de contamination sont les malades, les porteur sains, la litiére souillée, les coquilles des
ceufs souillés. Le plus important réservoir des E. coli aviaires est le tractus digestif de I’animal dont
10% a 15% de la population colibacillaire appartiennent a des sérotypes potentiellement pathogénes.
Le mode de transmission de la maladie est le plus souvent horizontal et se fait principalement par
inhalation de particules de poussiéres (litiéres, déjections) infectées. L’ingestion d’eau contaminée

peut aussi étre responsable de contamination (Ledoux, 2003).
6.4. Symptémes généraux

Le premier signe clinique rencontré est une chute importante de I’alimention. Ensuite, 1’abattement
accompagné et I’hyperthermie (42 a 44°C) apparaissent. Les animaux, les plus atteints, présentent
alors des signes de détresse respiratoire (bec ouvert, respiration accélérée et irréguliere) et une diarrhée

blanchatre. Les manifestations cliniques différent suivant ’4ge de ’animal. (Al Hassane, 2012).
6.5. Les Formes de colibacillose

Il existe plusieurs formes de colibacillose : des formes généralisées, des formes localisées

(septicémiqgues) et des formes chroniques (Barnes et al., 2003).
6.5.1. Formes généralisées
6.5.1.1. Omphalite / inflammation du sac vitellin

L'inflammation de I'ombilic (omphalite) des poussins venant d'éclore conduit souvent a une infection
concomitante du sac vitellin adjacent (infection du sac vitellin). Le manque d'hygiéne dans I'éclosoir et
la contamination de la coquille sont d'importantes sources d'infection. De faibles nombres d'E. coli
peuvent étre souvent isolés a partir de sacs vitellins normaux, de temps en temps, une plus grande
contamination se produit in ovo quand les poules sont atteintes d'une oophorite ou d'une salpingite. La
translocation des bactéries de l'intestin de l'oiseau ou de la circulation sanguine peut également

conduire a l'infection du sac vitellin (Abdul-Aziz, 2013).

Si la souche d'E. coli n'est pas trés virulent, les embryons et les jeunes poussins peuvent vivre, mais
certains présenteront une rétention du sac vitellin. Cependant, I'infection du sac vitellin peut entrainer
la mort de I'embryon et, avec certaines souches tres virulentes, comme le sérotype Ola:K1:H7, tous les

embryons exposés comme les poussins nouvellement éclos ne survivent pas (Abdul-Aziz, 2013).
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Les oiseaux nouvellement éclos infectés survivants seront une source de colibacilles pour les autres
poussins du couvoir. Si I'environnement de I'éclosoir est trop sec, on peut observer une incidence
élevée d'omphalites et d'infections du sac vitellin, surtout au cours de la premiére semaine de vie. Un
sac vitellin infecté n'est pas absorbé; par conséquent, il est distendu, souvent malodorant, de couleur et

de consistance anormales (liquide, floconneux, coagulé) (Abdul-Aziz, 2013).
6.5.1.2.. Colibacillose respiratoire

C’est une pathologie importante dans les élevages industriels de poulets de chair. Les pertes sont plus
souvent d’ordre économique avec un taux de mortalité pouvant atteindre dans certains cas 30 a 50 %
et un taux de morbidité pouvant dépasser les 50%, une réduction significative de la croissance des
animaux, une augmentation du coefficient alimentaire et des saisies au niveau des abattoirs
(Yogaratnam, 1995 ; El Fadil et al., 1996). Elle est essentiellement présente chez les animaux de 2 &
12 semaines, avec une fréquence supérieure entre 4 et 9 semaines (Gross, 1994 ; Dho-Moulin et
Fairbrother, 1999).

La contamination se fait par voie respiratoire et est secondaire a une infection a mycoplasmes
(Mycoplasma gallisepticum), a une virose a tropisme respiratoire (bronchite infectieuse) ou
immunosuppressive (maladie de Gumboro), a un accident de vaccination ou a une concentration trop
élevée en agents irritants dans I’air (poussiére ou ammoniac) (Nakamura et al., 1992 ; Gyles et
Fairbrother, 2010).

Sur le plan clinique :

Les animaux malades sont indolents et anorexiques « chute importante de la consommation

alimentaire ». lls présentent les signes respiratoires suivants :

- Bec ouvert, respiration accélérée et irréguliere;
- Toux, éternuement, jetage;
- Larmoiement, sinusite;

- Abattement accompagné d’hyper thermie (42 a 44c°).
Sur le plan lésionnel
Les organes les plus touchés sont les sacs aériens, le foie, le ceeur et la cavité abdominale (péritonite).

- Les sacs aériens (Aérosacculite) : les sacs aériens s’opacifient, s’épaississent et présentent un
aspect congestif.
- Le coeur (Péricardite) : le cceur prend un aspect opaque et cedémateux et se remplit d’un exsudat

fibrineux.
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6.5.1.3. Coli-septicémie

La coli-septicémie est la forme septicémique de la colibacillose provoquée par I'invasion colibacillaire
des jeunes oiseaux (Villate, 2001). Elle est caractérisée par la présence d'E. coli dans le courant
sanguin. La virulence de la souche et I'efficacité des moyens de défense de I'n6te détermine la durée, le
degré et l'issue de la maladie, ainsi que le type et la sévérité des lésions (Pourbakhsh et al. 1997).

Sur le plan clinique

Elle se traduit par des mortalités, aprés abattement, anorexie, due souvent a une complication de la

colibacillose respiratoire, omphalite ou synovite (Villate, 2001; Guérin et Boissieu, 2008).
Sur le plan lésionnel

- Foie : hypertrophie, de coloration intense, parfois verdatre, avec quelques zones de
dégénérescence.

- Rate : hypertrophie avec des points de nécrose.

- Reins : néphrite, dép6t d'urates.

- Intestin : ampoule cloacale distendue par des gaz et des matieres liquides blanchatres.

- Légere ascite : aspect brillant des visceres par le liquide abdominal inflammatoire (Villate, 2001;
Guérin et Boissieu, 2007).

6.5.2. Formes localisées
6.5.2.1. Syndrome de la téte enflee

Il s'agit d'une forme de cellulite aigué a subaigué assez rare affectant les tissus sous-cutanés de la
région périorbitaire, donnant un aspect gonflé a la face des poulets, des dindes et des pintades (figure
3). Elle résulte généralement d'une infection des voies respiratoires supérieures d'origine virale (par
exemple, le virus de la bronchite infectieuse) et elle est plus sévére dans les troupeaux exposés a des

taux élevés d'ammoniac dans I'air (Anonyme, 2008).
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Figure 3 :.Syndrome de la téte enflé (Barnes, 1994).
6.5.2.2. Salpingite/ péritonite/ salpingopéritonite colibacillaires

Les infections de I'oviducte (figure 4) s'étendant au péritoine représentent des causes fréquentes de
mortalité sporadique et d'une diminution de la production des ceufs chez les poules pondeuses, chez les
dindes ou poules reproductrices (dindes et poules) ainsi que chez les canes et les oies femelles
(Gross, 1994).

Une masse ou des masses fermes d'un exsudat caséeux sont retrouvées dans I'oviducte, obstruant et
distendant fortement cet organe, une inflammation généralisée et une exsudation des surfaces

péritonéales sont observées dans la péritonite colibacillaire (Gross, 1994).

En revanche, la péritonite liée a une ponte abdominale est habituellement caractérisée par une légére
inflammation diffuse liée a la présence de l'ovule libre dans la cavité abdominale (Jordan et
Pattison, 1996).

Figure 4 : Salpingites colibacillaires (Barnes, 1994).
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6.5.2.3. Cellulite colibacillaire

La cellulite colibacillaire, principalement observée chez le poulet, se traduit par la formation de
plaques caractérisées par un exsudat sérosanguin a caséeux dans les tissus sous-cutanés le plus souvent

situés sur I'abdomen ou entre les cuisses et la ligne médiane (figure 5) (Gross, 1994).

Cette maladie est apparue au milieu des années 80 provoquant une augmentation des saisies et un
déclassement a l'abattoir. Bien que d'autres bactéries puissent étre présentes, dans plus de 90% des cas,
E. coli est isolé en culture pure. Les souches d'E. coli causant la cellulite colibacillaire sont du mémes
sérogroupe que ceux trouvés dans les autres formes de colibacillose (Wallingford, 1994).

Figure 5 : Cellulite colibacillaire (Lésions souvent unilatérales) (Barnes, 1994).

6.5.3. Formes chroniques
6.5.3.1. Coligranulomatose

Appelée également « maladie de Hjarre », elle est retrouvée a I’age adulte et associée a des
mortalités sporadiques. C’est une affection du tube digestif peu fréquente, néanmoins le taux de

mortalité avoisine les 75 % (Stordeur et al., 2003).
6.5.3.2. Arthrites et synovites

Les E. coli ont été isolés a partir d’articulations de poulets. Ils peuvent surinfecter des maladies
primitives (arthrite a rétrovirus, synovite a Mycoplasma synoviae) ou étre inoculés par des blessures
ou traumatismes (Gross, 1991 ; Villate ; 2001). Ces infections sont le plus souvent le témoin d’une
colisepticémie, car d’une part ; les oiseaux semblent ne pas pouvoir éliminer complétement la maladie,

permettant ainsi la localisation d'E. coli dans les articulations et les synoviales, et d’autre part les
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vaisseaux chez les oiseaux servent de conduit assurant le processus de propagation bactérienne dans

les tissus mous environnants (Barnes et al., 2003 ; Huff et al., 2000).
6.5.3.3. Panophtalmie

L’implication de 1’ceil est assez rare. Cependant, si ce dernier est infecté, la panophtalmie sera
toujours sévere. La plupart des oiseaux meurent peu de temps apres le début des Iésions. C’est une

infection qui se manifeste le plus souvent unilatéralement (Pakpinyo et al., 2002).
6.5.3.4. Méningite

C’est une forme assez rare, caractérisée par une affection des méninges qui peut étre associée

a une affection du cerveau (encéphalite) ou des ventricules. (Pakpinyo et al., 2002).
6.5.3.5. Entérite

E. coli a été isolé chez des volailles lors d'entérites, mais les recherches ne sont pas
suffisantes pour indiquer qu'il s'agit de I'étiologie. Les poulets atteints présentent une diarrhée,

différents degrés de déshydratation et une dégradation rapide de I'état général (Pakpinyo et al., 2002).
6.6. Diagnostic

Le diagnostic de la colibacillose aviaire repose d’abord sur les tableaux cliniques et la présence de
lésions telles que I’aérosaculite, parfois accompagnée de périhépatite et de péricardite. Il faut
cependant garder a I’esprit que ces lésions peuvent aussi étre engendrées par d’autres agents

pathogeénes (Gross, 1994).

6.6.1. Diagnostic différentiel

Plusieurs bactéries causent des Iésions similaires a celles observées dans la coli-septicémie. Il est
important de garder a l'esprit que E. coli peut également étre aussi présent en méme temps que les

agents pathogenes énumérés ci-dessous:

Septicémie aigué: Pasteurella, Ornithobacterium, Riemerella, Salmonella,Streptococcus,

Staphylococcus, Pseudomonas, ... etc. (Gross, 1994) ;

Péricardite et péritonite: Chlamydia (rare), Pasteurella multocida, Streptococcus spp. Et
enterococcus spp. Chez les canards, Riemerella anatipestifer peut également provoquer une

aérosacculite (Dho-Moulin et Fairbrother, 1999);

Aérosacculites: Pasteurella, Mycoplasma spp.et Chlamydia (Dho-Moulin et Fairbrother, 1999);
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Infection du sac vitellin: Especes des genres aerobacter, Klebsiella, Proteus, Salmonella, Bacillus,
Staphylococcus, Enterococcus, clostridium, ... etc. (Dho-Moulin et Fairbrother, 1999) ;

Granulomes hépatiques: Bactéries anaérobies des genres Eubacterium et Bacteroides(Gross, 1994).
6.6.2. Diagnostic de laboratoire

En présence de lésions évoquant la colibacillose, un isolement et une identification de l'agent
responsable permettront de confirmer la maladie sont obligatoires. Les prélévements sont ensemencés
en milieux appropriés (bleu d’éosine méthyléne ou EMB, Mac Conkey agar ou Drigalski agar) et un
diagnostic présomptif d'infection par E. coli peut étre fait si la plupart des colonies apparaissent
sombres, avec des reflets métalliques, sur gélose EMB, ou rose vif, avec un précipité, sur gelose Mac
Conkey. Les colibacilles sont ensuite mis en évidence par croissance sur galerie biochimique
miniaturisée qui donne les caractéristiques biochimiques de l'agent isolé (Dho-Moulin et
Fairbrother, 1999).

6.7. Prophylaxie
6.7.1. Prophylaxie sanitaire

Elle vise a lutter contre toutes les sources de contamination environnementale, les vecteurs animés ou
inanimés, les facteurs favorisants, ainsi qu’exiger un respect rigoureux des régles de biosécurité

(Guérinetal., 2011).

L’hygiéne du ramassage, de la collecte, du transport, de I’incubation et de I’éclosion des ceufs est

incontournable, ainsi que la désinfection trés précoce des ceufs est indispensable (Guérin et al., 2011);

- Réduire les infections du tractus respiratoire en garantissant les animaux indemnes de mycoplasmes,
et en controlant certains facteurs environnementaux comme I’humidité, la ventilation, la teneur en

poussiére et en ammoniac dans ’air (Oyetunde et al., 1978);

- La qualité de 1’eau de boisson est primordiale. Il faut dés lors veiller a la changer trés régulierement

pour qu’elle reste toujours propre et potable surtout dans les abreuvoirs (Jordan et Pattisson, 1996);

- Combattre les rongeurs commensaux des volailles qui sont des réservoirs de colibacilles
virtuellement pathogénes, les insectes parasites, coprophages, nécrophages qui sont des hotes virtuels
(Guérinetal., 2011);

- Toutes les mesures préventives de séparation des animaux par classes d’age et d’espéce,
désinsectisation, dératisation, nettoyage, désinfection et vide sanitaire entre chaque lot sont aussi

indispensables dans la prévention des colibacilles (Villate, 2001 ; Jordan et Pattisson, 1996).
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6.7.2. Prophylaxie médicale

Etant donné le peu de connaissances et I'énorme diversité des souches d'E. coli aviaires en matiére de
facteurs de virulence, aucun vaccin n'est disponible a I'heure actuelle pour lutter efficacement contre
les colibacilloses aviaires. En conséquence, l'antibiothérapie basée sur un diagnostic précis et un
antibiogramme ainsi que la prophylaxie, restent encore les seuls moyens de lutte contre cette maladie,
malgré l'incidence croissante des résistances et le risque accru de sa transmission a I'homme (Mainil,
2003).

6.8. Traitement

A I'heure actuelle, le traitement repose encore essentiellement sur l'antibiothérapie, menées sur une
collection de 1600 souches d'E.coli, ont montré que le nombre de souches résistantes a divers
antibiotiques allait en s'accroissant; il est donc plus que jamais nécessaire de réaliser un

antibiogramme avant ou en paralléle a I'antibiothérapie.

Des traitements alternatifs aux antibiotiques existent comme I'emploi de l'acide ascorbique qui
contribue a intensifier l'activité des phagocytes (Stordeur et Manil, 2002). Si le choix est possible, il
est préférable d'utiliser des molécules comme les quinolones par voie orale (acide nalixidique, acide
oxolinique, fluméquine, enrofloxacine), les lincosamides par voie orale, les aminosides par voie
parentérale, les B-lactamines par voie orale, et les tétracyclines. Cependant, il faut faire attention a
certains antibiotiques, comme les aminosides, la colistine, la spectinomycine ou la framycétine, qui ne
franchissent par la barriére intestinale donc inactifs lors des colibacilloses systémiques s'ils sont

administrés par voie orale (Boissieu et Guerin, 2008).
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Chapitre 2: Antibiotiques et antibio-résistances

1. Historique des antibiotiques

En 1877, Pasteur et Joubert ont observé qu'un micro-organisme se multiplie mal dans un liquide
envahi de moisissures. Ernest Duchesne, en 1897, a remarqué que les palefreniers enduisent de
moisissures, recouvrant ainsi, les cuirs placés dans des endroits chauds, humides et sombres des
écuries, pour éviter que les plaies de leurs chevaux ne s'infectent. Il décrit ainsi I'inhibition de la

croissance des micro-organismes par une moisissure, un Pénicillium.

En 1929, Fleming a découvert un Pénicillium sur une boite de Pétri. Il a mis en évidence I'inhibition
du staphylocoque doré par cette culture de Pénicillium. En 1942, Chain a obtenu une forme stable et
utilisable in vivo (essais sur souris) de la pénicilline, qui permettrait I'élaboration du premier

antibiotique.

En 1942 la pénicilline a été produite a I'échelle industrielle et a été utilisée pendant la 2éme guerre
mondiale(Avril,1980).

2. Définition d’un antibiotique

Un Antibiotique (ATB) est une substance antibactérienne d’origine biologique (champignon ou
bactérie), synthétique ou semi synthétique, qui agit sélectivement a faible concentration et en quelques

heures sur une étape du métabolisme bactérien(Avril, 1980).
3. Origines des antibiotiques

Un antibiotique peut étre élaboré par un organisme (naturel) ou produit par synthése (synthétique ou

semi- synthétique).

-Les antibiotiques naturels ou produits par les micro-organismes : champignons (pénicillines,

céphalosporines) ou bactéries (streptomycine, chloramphénicol, polypeptides) ;

-Les antibiotiques synthétiques ou produits obtenus entiérement par voie chimique : sulfamides, acide

nalidixique ;

- Les antibiotiques semi-synthétiques : ces antibiotiques sont obtenus a partir d'une fraction

moléculaire naturelle sur laquelle a été greffé un radical chimique.
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4.Effets des antibiotiques

4.1. Antibiotique bactériostatiques

Quand il inhibe seulement la croissance et la multiplication des bactéries : l'infection ne sera
finalement vaincue que par les défenses naturelles de I'organisme(Collin, 1992).

4.2. Antibiotique bactéricide

Quand il détruit les germes. L'étendue de I’activité antibactérienne d'un antibiotique définit son spectre

: plus un antibiotique détruit des types différents de bactéries, plus son spectre est large (Collin, 1992).
4.2.1. Antibiotiques a spectre large

Il s’agit d'un antibiotique efficace sur un grand nombre de types de germes. Ainsi,
I’antibiotique sera actif sur une grande partie de tous les cocci et de tous les bacilles. Les bacilles
Gram-négatif sont les plus nombreux. D'une maniére indirecte, un spectre large est forcément actif sur
les bacilles Gram-négatif. Les antibiotiques a spectre large sont utilisés lorsque le germe n'est pas

identifié et que la pathologie peut étre die a différents types de germes (Stora, 2013).
4.2.2. Antibiotiques a spectre étroit

Il s'agit d'un antibiotique efficace sur un nombre limité de types de germes. Cette spécificité lui

permet ainsi de cibler un germe et une pathologie (Stora, 2013).
4.2.3. Antibiotiques a spectre moyen ou limité

1l s'agit d'un antibiotique dont ’efficacité est réduite ou partielle sur un groupe de germes. Il
concerne aussi un spectre anciennement large et réduit par ’apparition de résistance bactérienne

(Stora, 2013).

5. Principales familles d’antibiotiques

5.1. p-lactamines

Les B-lactamines constituent la famille d'antibiotiques la plus importante aussi bien par le nombre et la
diversité des molécules utilisables que par leur indication en thérapeutique (Livermore, 1995). La
grande variété de leur mode d'administration, leur large spectre d'activité antibactérien associé a une
action bactéricide, une bonne diffusion tissulaire, une bonne tolérance et un faible nombre
d'interactions médicamenteuses expliquent l'importance de leur utilisation seule ou en association
(Cavallo et al., 2004).

20



Etude bibliographique Antibiotiques & antibio-résistances

5.1.1. Classification des p-lactamines

Comme illustré dans la figure 6, les B-lactamines sont classées en quatre groupes (Gautier, 2007):
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Figure 6 : Structure des principales p-lactamines(Bryskier, 1999).

A : pénicillines ; B : céphalosporines ; C : céphamycines ; D : acide clavulanique ; E : imipénéme ; F :

monobactames.

e Les pénicillines également appelées les pénames : les molécules de ce groupe possédent un cycle
thiazolidine accolé au noyau B-lactame. Elles différent par la nature de leur chaine latérale (Nauciel,
2000);
e  Les céphalosporines : constituées d’un noyau p-lactame associé & un noyau dihydrothiazine(Yala
et al., 2001);
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e  Les carbapénémes : se distinguent des pénicillines par la présence d’un atome de carbone au lieu
d’un soufre en position 1 et une liaison insaturée en C2-C3, également présenté sur les
céphalosporinases(Wolff et al., 2009);

e Les monobactames : le noyau est limité au cycle B-lactame. Seul I’aztréonam est a I’heure

actuelle utilisé en clinique humaine (Chaabane et al., 2009).

5.2.Aminosides

Les aminosides, également appelés aminoglycosides sont des molécules naturelles produites par
des actinomycetes ou obtenues par hémisynthése. Elles sont constituées de deux ou plusieurs sucres
aminés liés par une fonction glycosidique a un noyau hexose. Ce sont des oligosaccharides basiques,
polaires et hydrophiles qui sont, d’un point de vue structural, organisés autour d’un cycle central
caractéristique de type aminocyclitol sur lequel sont greffés divers sucres aminés (Mingeot- Leclercq
et al., 1999). Les aminosides ont un large spectre antibactérien particulierement contre les bactéries

Gram négatif, peu sensibles aux pénicillines et aux sulfamides.

Elles sont majoritairement bactéricides avec une action rapide et dose dépendante qui constitue 1’un de

leurs grands avantages thérapeutiques (Vakulenko et Mobashery, 2003).
5.3.Tétracyclines

Elles sont éliminées par voie biliaire et urinaire et restent actives sur certaines bactéries a
développement intracellulaire comme les brucelles, Chlamydia, Mycoplasma et Rickettsia(Nauciel et
Vildé, 2008). Elles inhibent la synthése protéique en se liant de fagon réversible a la sous-unité 30S du
ribosome. Cette fixation inhibe celle de I'aminoacyl-ARNTt et blogue I'étape de reconnaissance de la

phase d'élongation de la chaine peptidique (Moellering, 1995).
5.4.Phénicolés

Le chloramphénicol est trés actif pour le traitement de la fiévre typhoide, en raison de sa toxicité
(risque d'aplasie médullaire mortelle), il n'est plus commercialisé (Naucielet Vildé, 2008). Il perturbe
la synthése protéigue en inhibant la peptidyl- transférase dans la sous-unité 50S. Le chloramphénicol
entraine un blocage de I'élongation de la chaine peptidique et donc du cheminement des ribosomes le
long de I'ARNmM. La libération du polypeptide synthétisé en fin de lecture de 'ARNm est également
bloguée (Tortura et al., 2003).

5.5.Quinolones/ Fluoroquinolones

Les quinolones doivent leur découverte a la recherche sur la chloroquine. Des chercheurs du « the
Sterling-Winthrop laboratories in Rochester, NY » ont accidentellement découvert un produit dérivé

de sa synthése et doué de vertus antibactériens : la 7-chloroquinoléine. Cette molécule a été
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développée pour donner I’acide nalidixique (Sarkozy, 2001). Ce dernier a été grandement utilisé,
depuis pour le traitement des infections urinaires. De fagon générale, les quinolones sont caractérisées
par un large spectre d’activité, une bonne biodisponibilité orale, une bonne pénétration
tissulaire(Larouche, 2001). Quant aux fluoroquinolones, ils sont caractérisés par la présence d'un
atome de fluor en position 6 et d'un cycle azoté, le plus souvent une pipérazine, en position 7
(Courvalin et al., 2006) .

6. Modes d’action des antibiotiques
Les 4 principaux modes d’action des antibiotiques sont :

e Inhibition de la synthése de la paroi bactérienne, c’est-a-dire 1’inhibition la synthése de
peptidoglycane;

e Inhibition de la synthése de la membrane cytoplasmique ;

e Inhibition de la synthése de I’ADN bactérien ;

e Inhibition de la synthése de protéines bactériennes (Caruba et Jaccoulet,2015).
6.1.Antibiotiques agissant sur la synthese du peptidoglycane

Certaines bactéries sont protégées de l'environnement extérieur par une paroi qui contient en
particulier une couche de peptidoglycane plus ou moins épaisse; un polymeére spécifique comportant
des acides aminés et des sucres. C’est ce peptidoglycane présent dans la paroi qui contribue a la
solidité mécanique de la bactérie. Les antibiotiques inhibant la synthése du peptidoglycane
(notamment les B-lactamines) bloquent les différentes étapes de cette synthése, ayant ainsi un effet
létal pour la bactérie (bactéricide) (Nauciel et Vildé; 2008).

Les B-lactamines traversent la paroi bactérienne et se fixent sur des protéines cibles appelées les
Protéines liant les Pénicillines (PLP). Ces PLP sont un groupe d’enzymes regroupant les
transpeptidases, transglycosylases et carboxypeptidases, impliquées dans la synthése et le remodelage
du peptidoglycane, constituant principal de la paroi bactérienne. La fixation des - lactamines sur les
PLP est facilitée parce que les B-lactamines présentent une analogie structurale entre le noyau [-
lactame et le dipeptide terminal D-alanyl-D-alanine, du pentapeptide constitutif du peptidoglycane
(Stratton, 2000). En se fixant sur les PLP, les B-lactamines vont subir I’ouverture de leur cycle et
bloquer le fonctionnement de ces enzymes. L’inactivation principalement des transpeptidases
déclenche un ensemble de réactions qui aboutit a I’inactivation des inhibiteurs des autolysines
bactériennes. Ce sont ces autolysines qui vont alors dégrader le peptidoglycane, entrainant finalement

la lyse bactérienne et 1’effet d’auto-suicide (Stratton, 2000).

23



Etude bibliographique Antibiotiques & antibio-résistances

6.2. Antibiotiques inhibant la synthese protéique

La synthése des protéines est un processus essentiel des cellules vivantes. L'élément central de ce
processus dans lequel I'ARN messager est traduit en protéine est le ribosome, I'organite cellulaire qui
est responsable de cette étape. Il existe un grand nombre de molécules d’antibiotiques capables de
bloquer sélectivement la traduction des protéines chez les bactéries. De ce fait, approximativement la
moitié des antibiotiques utilisés en thérapeutique ont pour cible le ribosome bactérien.

La grande majorité de ces antibiotiques est bactériostatique, a 1’exception des aminosides qui sont

bactéricides (Page et al., 1999; Nauciel et Vildé, 2008).
6.2.1. Antibiotiques se fixant sur la sous-unité 30S du ribosome
6.2.1.1. Mécanisme d’action des aminosides

Le mode d’actiondesaminosides consiste en leur fixation sur la sous-unité 30S : a concentration sub-
thérapeutique, ils provoquent des erreurs de lecture du code génétique lors de la traduction des
protéines, et a concentration thérapeutique, ils inhibent 1’élongation de la chaine peptidique en

bloquant le complexe d’initiation (Lavigne, 2007).
6.2.1.2.Mécanisme d’action des tétracyclines

Ils inhibent la synthese protéique en se fixant de fagon réversible a la sous-unité 30S des ribosomes et
en empéchant I’attachement des aminoacyl-ARNt au site A du ribosome, et en inhibant la phase

d'élongation de la chaine polypeptidique (Lavigne, 2007).
6.2.2.Antibiotiques se fixant sur la sous-unité 50S du ribosome
6.2.2.1.Mécanisme d’action du chloramphénicol

Le chloramphénicolagit en se fixant a la sous-unité 50S du ribosome (au site A) empéchant ainsi
I’attachement des amino-acylARNt au site A du ribosome. Il inhibe également la polymérase
(Lavigne 2007 ; Neal, 2007).

6.3.Antibiotiques agissant sur les acides nucléiques
6.3.1. Mécanisme d’action des quinolones

Ce sont des antibiotiques bactéricides. Leur mode d’action consiste en I’inhibition sélective de la
synthése de ’ADN bactérien en agissant sur deux enzymes impliquées dans cette synthése: I’ADN
gyrase et I’ADN topo- isomérase IV. Les quinolones altérent ainsi rapidement la réplication de I'ADN,

induisant la mort de la bactérie (Tankovic et Duval, 1997 ; Neal, 2007).
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6.3.2.Mécanisme d’action des fluoroquinolones

Les enzymes bactériennes : I’ADN gyrase ou topoisomérase Il et la topo-isomérase 1V sont les cibles
principales des fluoroguinolones(Muylaert et Mainil, 2013).Les fluorogquinolones interagissent avec
le complexe ADN-enzyme c'est-a-dire avec I'ADN gyrase liée a I’ADN bactérien ou avec la topo-
isomérase IV liée a I’ADN bactérien pour créer des changements de conformation qui aboutissent a
I'inhibition de l'activité enzymatique. Le nouveau complexe fluoroquinolone- enzyme-ADN bloque la
progression de la fourche de réplication inhibant ainsi la synthése normale de I'ADN(Hooper, 2000 ;
Cambau et Guillard, 2012).

7. Antibo-résistances
7.1. Définition

La résistance aux antimicrobiens est un terme tout a fait relatif. On effet, il existe un grand
nombre de définitions pour I’expression <<résistance bactérienne aux antibiotiques>>, qui sont basées
sur différents criteres (génétiques, biochimiques, microbiologiques et cliniques) et qui ne se recoupent
pas forcément. Les définitions les plus fréquemment employés se fondent sur les critéres
microbiologiques (résistance in vitro) et sur les critéres cliniques (résistance in vivo). Selon la
définition microbiologique de terme, une souche est dite résistante lorsqu’elle se cultive en présence
de concentration plus élevée en antibiotique comparativement a d'autres souches qui lui sont phylo-

génétiqguement liées(Muylaert et Mainil, 2012).

Par conséquent, la résistance est une propriété qui ne peut étre étudiée que par comparaison
d'au moins deux souches, dont I'une de référence souvent appelée souche sauvage et développée en
laboratoire a partir d’individus prélevés dans la nature, dune méme espéce ou d'un méme genre,
cultivés dans les mémes conditions. Selon la définition clinique, une souche est qualifiée de résistante

lorsqu’elle survit a la thérapie antibiotique mise en place (Muylaert et Mainil, 2012).
7.2. Types de résistance aux antibiotiques
7.2.1.Résistance naturelle

Pour chaque classe d’antibiotiques, il existe des especes bactériennes sur lesquelles 1’antibiotique est
inactif par défaut de cible ou d’acces a la cible. On parle d’especes bactériennes naturellement
résistantes et de mécanismes de résistance intrinséques. Ceci peut étre di a l'absence de la cible
(comme l'absence de paroi chez les mycoplasmes les rendant insensibles aux B-lactamines) ou encore
a l'absence de pénétration de l'antibiotique (rble de la membrane externe par exemple chez les

bactéries Gram négatif avec la vancomycine).
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7.2.2.Résistance acquise

Les bactéries peuvent également acquérir la résistance a un antibiotique. Cette acquisition peut étre
liée a une (des) mutation(s) modifiant la cible de l'antibiotique, ou un schéma métabolique. Cette
acquisition peut étre la conséquence d'un transfert horizontal, y compris entre espéces éloignées
phylogéniquement. Les genes de résistance aux antibiotiques chez les micro-organismes producteurs
(et par lesquels ils résistent a leurs propres produits) sont généralement localisés sur le chromosome.
Le transfert de ces genes sera rendu plus efficace apres leur intégration sur des éléments mobiles tels
que plasmides, transposons, intégrons ou encore sur des phages. Ces mécanismes de résistance

peuvent alors diffuser trés rapidement dans une population (Afssa,2006).
7.3. Voies de transmission des résistances aux antibiotiques
Différentes voies peuvent étre mises en ceuvre :

7.3.1. Transmission verticale

La diffusion de résistance peut se faire par la voie verticale. En effet, le génome bactérien est soumis a
des mutations chromosomiques. Ce phénomeéne est rare et spontané. Dans le cas d'une mutation codant
une résistance a un antibiotique, ce dernier joue le role de révélateur, cette résistance représente 10 a

20% de la résistance clinique rencontrée(Ferron, 1994 ; Collectif 2008).
7.3.2. Transmission horizontale

Les bactéries ont aussi la possibilité d'effectuer un transfert de résistance horizontal , y compris entre
des espéces éloignées phylogénique ment, cette transmission peut donc se faire des bactéries
pathogénes vers des bactéries commensales ou inversement, ce type de transfert de résistance concerne
souvent plusieurs familles d’antibiotiques simultanément (Davison et al.,2000;Collectif, 2008).Dans
cette transmission, le transfert des génes porteurs de résistances est rendu plus efficace aprés leur
intégration sur des petits éléments mobiles :les plasmides qui sont des petites molécules d'ADN
circulaires indépendantes du chromosome bactérien et autonomes ; elles sont présentes dans le
cytoplasme bactérien de maniere facultative (Afssa,2006; Ferron,1994;Collectif,2008; Scott, 2009).
Trois principaux mécanismes de transfert horizontal d'éléments génétiques sont connus entre bactéries
donneuses et réceptrice d'une méme espéce ou d'espéces de genres différents (Doublet et al., 2012)

- Transformation : intégration par une bactérie réceptrice, d’un fragment d’ADN nu étranger suite a
la lyse d’une autre bactérie ;

- Transduction : transfert d'un fragment d'’ADN étranger a une bactérie réceptrice par l'intermédiaire

d’un vecteur viral (bactériophage) ;

-Conjugaison : transfert d’un fragment d'ADN issu d'une bactérie donneuse a une bactérie réceptrice,
sous la forme d'un plasmide dans la grande majorité des cas. Il s'agit du mécanisme le plus efficace
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(transfert le plus rapide d'importantes quantités d'information génétique) et donc le plus souvent
impliqué dans la dissémination de la résistance aux antibiotiques (Lavigne et al., 2002).

7.4. Biochimie de la résistance

7.4.1. Résistance croisée

La résistance croisée correspond a la résistance a tous les membres d’une classe d’antibiotiques due a

un seul mécanisme de résistance (Courvalin,2008).

On peut citer les mutations dans I’ADN gyrase (topoisomérases de type Il) et topoisomérase IV au
niveau de la région appelée Quinolone Resistance Determining Region(QRDR) des génes gyrA et par
C cibles des quinolones et qui sont composées de 2fois 2 sous-unités codées respectivement parles
génes gyrA,gyrB et par E qui conferent la résistance aux fluoroquinolones(boucheron etal., 2003) ou
la résistance aux 4-6-desoxystreptamines par méthylationdel’ ARN16S(Galimand etal.,2005).

7.4.2.Co-résistance

Dans la co-résistance, plusieurs mécanismes de résistance sont associés chez la méme bactérie, parfois
stabilisés par intégration dans le chromosome. Chacun confére (par résistance croisée) la résistance a
une classe d’antibiotiques, ce qui entraine un large phénotype résistant de la bactérie héte
(Courvalin, 2008).

7.5. Voies biochimiques de la résistance aux antibiotiques

On peut classer les mécanismes de résistance aux antibiotiques en 4 groupes:

7.5.1. Inactivation enzymatique de I’antibiotique

La bactérie résistante produit une enzyme capable d’induire une modification de la molécule d’ATB
par I’ajout de groupements acetyle, adéninyle ou phosphorique, aboutissant ainsi a son in activation ou
a sa destruction (Abdennebi, 2006 ;Doucet,2006). C’est le mécanisme le plus important
quantitativement et qualitativement. 1l est utilisé par les bactéries Gram-négatif contre les f-
lactamines(Alami et al.2005).

7.5.2.Modification de la cible

La liaison de I’antibiotique a sa cible est inhibée par une reprogrammation ou camouflage de cette
derniére. La molécule ne la reconnait plus et devient inactive. Ce phénomene est dii a des bactéries qui
ont la capacité de mutation d’un gene responsable de la biosynthése de la protéine sur laquelle agit
I’antibactérien (Abdennebi,2006 ;Paquet-bouchard,2006).

Chez Staphylococcus aureus, la résistance par modification de PLP, par exemple ,est due & la présence
d’une PLP ayant une trés faible affinité pour les p-lactamines . Cette nouvelle PLP est due &
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I’acquisition d’un géne chromosomique appelé mecA ou I’acquisition de fragments d’ADN étranger au

niveau des genes des PLP, donnant naissance a des mosaiques (Naucieletvildé,2008).

7.5.3. Diminution de la perméabilité

Les porines sont des protéines formant des pores dans la membrane externe des bactéries & Gram
négatif et permettant le passage de certaines molécules hydrophiles(Nauciel etVildé, 2008). Des
mutations peuvent entrainer la perte de certaines porines ou les altérer et de ce fait entraver la
pénétration de I’ATB (Pagés,2004; NaucieletVilde,2008).

Ces mutations peuvent entrainer la résistance a plusieurs familles d’antibiotiques simultanément :B-

lactamines ,aminosides ,et quinolones (Pages,2004 ;Denyeret Maillard,2002;NaucieletVildé,2008).

7.5.4. Excrétion de I’antibiotique par efflux

Il existe chez les bactéries des systemes permettant la non-accumulation de I’antibiotique:
C’est I’excrétion ou efflux (Alami,2005).L’efflux actif est un mécanisme de transport
membranaire nécessitant de 1’énergie qui pompe I’antibiotique de I’intérieur vers 1’extérieur
plus vite qu’il ne rentre . Les antibiotiques exercant leur action sur des cibles cytoplasmiques

seront les plus touchés (Croize,2005).

7.6. Mécanismes de résistances aux d’antibiotiques

7.6.1. Mécanismes de résistance aux f-lactamines

Les mécanismes de résistance aux B-lactamines peuvent étre divisés en deux grandes catégories, les

mécanismes de résistance : enzymatigues et non enzymatiques.

Les mécanismes de résistance enzymatiques sont liés a la production de B-lactamases qui hydrolysent
les B-lactamines. On peut schématiquement classer les B-lactamases en deux catégories: les
pénicillinases et les céphalosporinases. Les premiéres ont un support plasmidique ou chromosomique
et sont présentes chez les bactéries a Gram positif et & Gram négatif. Les secondes sont d'origine

chromosomique et uniguement présentes chez les bactéries a Gram négatif.

Les mécanismes dits « non enzymatiques » sont liés soit a des modifications des PLP, surtout chez les
bactéries a Gram positif, soit a des modifications de la membrane externe chez les bactéries a Gram
négatif. L'autre mécanisme de résistance non enzymatique est la conséquence d'une diminution de la
perméabilité par modification de différentes structures de la membrane externe. Une diminution
guantitative des porines semble étre le mécanisme majeur de ce type de résistance chez les
entérobactéries, alors que ce serait des modifications du LPS qui expliqueraient la résistance par «

imperméabilité » (Gutmann et Williamson, 1987).
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7.6.2.Mécanismes de résistance aux aminosides

Le mécanisme le plus frégquent est I’inactivation enzymatique des aminosides par résistance acquise
des Staphylocoques et des bacilles Gram négatif. Ces bactéries peuvent synthétiser des enzymes qui
vont modifier la structure de 1'aminoside : par phosphorylation, nucléotidylation d’un groupement OH

ou acétylation d’un groupement NH2 (Archambaud, 2009).
7.6.3. Mécanismes de résistances aux tétracyclines

Le principale mécanisme de résistances vis-a-vis ces antibiotiques est le systéme d’efflux. Les génest
et codent pour des protéines membranaires qui permettent 1’efflux de 1’antibiotique hors de la cellule,
empéchent son accumulation intracellulaire et sa fixation au ribosome. Un autre mécanisme de
résistance est la protection du ribosome, via 1’expression de protéines cytoplasmiques qui se fixent sur
le ribosome, empéchant ainsi la fixation de 1’antibiotique et entralnant son relargage vers le milieu

extérieur et rendent au ribosome sa conformation originelle (Courvalin et Leclercq,2012).
7.6.4. Mécanismes de résistances au chloramphénicol

La résistance bactérienne au chloramphénicol est médiée par deux mécanismes.Le premier
mécamisme est une acétylation du chloramphénicol en acétyl ou en diacétyl ester,par une enzyme
bacterienne. Les dérives acétylés sont biologiquement inertes car ils ne peuvent se lier aux
chromosomes. L'acétyltransférase est responsable de la diffusion de la résistance au chloramphénicol
chez les bactéries aérobies, Gram positif ou Gram négatif.Les génes codant pour cette enzyme sont

portés par un plasmide(Schaechter et al.,1999).

Le deuxiéme mécanisme qui inactive le chloramphénicol a été mis en évidence chez les bactéries

anaérobieset consiste en une réduction d'un groupe p-nitro sur la molécule (Schaechter et al.,1999).
7.6.5.Mécanismes de résistances aux quinolones
Les mécanismes résultent de mutations chromosomiques.

- Modification de cible : Les topoisomérasessont modifiées. La résistance est croiséeavec I’ensemble
des quinolones mais avec une augmentation des CMI différentes pour les quinolonesde lere

génération et les fluoroquinolones ;

- La résistance par efflux actif touche d’avantage les molécules hydrophiles

(Ciprofloxacine)(Archambaud, 2009).
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Partie expérimentale Objectif, matériel et méthodes

I. Objectifs :

Le but de notre étude est d’isoler et d’identifier le germe Escherichia coli a partir des
sujets (poulets de chair) présentant les lésions de colibacillose et d’étudier leur sensibilité vis-a-

vis de 12 molécules d’antibiotiques.

1. Lieu et période de I’étude :

L'étude s'étend sur une période de 1 mois, du 29 avril jusqu’ au 29 mai 2021. Elle est
menée dans la région Est et Centre d’Algérie, dans la wilaya de Médéa. Les sujets sont récupérés
a partir des élevages situés a I’Est d’Algérie (Sétif et Biskra Principalement).

L’autopsie des sujets est effectuée au niveau des élevages ou les foies et ccoeurs sont
prélevés stérilement sur place et acheminés dans une glaciere sous couvert du froid positif a (+
4°C), au laboratoire pédagogique de microbiologie département biologie de Université Farés
Yahia Médea pour les examens bactériologiques.

I11. Matériel et méthodes :

I11.1. Matériel :

111.1.1. Echantillonnage et prélevement :

Les sujets qui proviennent des élevages sont des sujets morts ou sacrifiés. Au total, 50
sujets ont été récoltés Ssujets/ élevages 10 élevages sont concernés. lls présentent les lésions
pathognomoniques de la colibacillose a I’examen nécropsique : aérosacculite, péricardite et/ou

périhépatite. Les organes sont prélevés stérilement et mis dans des pots stériles (figure 07).

Figure 7: Prélévements d’organes dans les pots stériles (Photo originale, 2021)
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111.1.2. Milieux de culture :

Les milieux de culture utilisés lors de notre expérimentation sont les suivant (voir annexe) :

BHIB (Brain Heart Infusion Broth) est un milieu d'enrichissement pour les E. coli,

Institut Pasteur d’Algérie ;

YV V V V V

Mac Conkey, milieu d'isolement des bactéries lactose +, Bio Lab, Algérie ;

Hektoen Gel,milieu d’isolement des bactéries lactose + /-, Bio Scan, Algérie ;

Milieu Urée-Indole, Institut Pasteur d’Algérie ;

Milieu TSI, Institut Pasteur d’Algérie ;

Milieu Mueller Hinton utilisé pour la réalisation de 1’antibiogramme, Institut Pasteur

d’Algérie ;

Pour l'identification biochimique, nous utilisons la galerie AP1 20E, BioMérieux, France.
111.1.3. Produits de laboratoire :

Les produits de laboratoire et réactifs utilisés sont les suivants:

Eau de javel,alcool 70°, eau physiologique 0,9% ;
Huile de vaseline stérile, Institut Pasteur d’Algérie ;
Reéactif Kovac's, VP1, VP2, TDA (Tryptophane Désaminase), Institut Pasteur d'Algérie ;

Ecouvillons ;

Disques d'antibiotiques présentés dans la figure 08.
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Figure 8 : Etuis de disques imprégnés d’antibiotiques (photo originale, 2021)
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111.2. Méthodes :
I11.2.1. Conduite expérimentale :

Les différentes étapes de I’expérimentation sont présentées dans le schéma suivant :
Clinique aviaire

4 )

<Nécropsie des animaD

N ﬂlévement dm y

\/

LABORATOIRE DE HIDAOA

________________________

/ Isolement K
Enrichissement (BHIB)

Incubation !

18h a 37°C !

[ Ensemencement (sur gélose Mac Conkey et Hektoen) ]

B 1 P
ITTCOOAtToTT

\ 18ha 37°C /!

1
1
i Boite 1: AUG.CTX. AMP.ENR. CN.N.
,: Boite2 : STX.TE.NA.CS.F.C.

Incubation 18 h a 35°C W,
~

Lecture et interprétation
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111.2.2. Autopsie :

L'autopsie ou la necropsie est un temps essentiel du diagnostic en pathologie aviaire et
une etape primordiale; elle est faite pour determiner les causes de mortalités des sujets.
Cependant elle nécessite une connaissance parfaite des techniques d'autopsie, de la topographie
normale des organes, mais aussi des principales images lésionnelles que I'on peut rencontrer dans

la pratique courante.

Nous avons suivi au cours de notre travail le protocol préconisé par Madjo et Dolz,
(2012) et qui est resumé dans les étapes suivantes :
a.  Examen externe et préparation de l'animal ;
b.  Exploration de la cavité oropharyngée et de la trachée ;
c.  Dépouillement du cadavre ;
d.  Ouverture du cadavre et éviscération, observation de la cavité thoraco-abdominale ;
e.  Examen du tube digestif et de ses glandes annexes ;
f.  Examen du cceur et de l'appareil respiratoire ;
g. Examen des appareils génital et urinaire ;
h.  Examen des organes hémato-lymphopoiétiques ;
I. Examen du systeme nerveux ;

J. Examen de l'appareil locomoteur.

111.2.3. Bactériologie :

Apreés avoir réealisé les autopsies, les echantillons prélevés (foies) sont acheminés au
laboratoire d’HIDAOA pour les tests microbiologiques. Avant ces etapes bacteriologiques ont a

procéde a :
> La désinféction de la pallaisse avec 1’eau de javel ;
» L’allumage du bec benzen pour travailler dans des conditions stériles ;

L’isolement et I’identification d’E. coli sont réalisés selon le protocole préconisé par
Livrelli et al. (2007).
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111.2.3.1. Isolement des Escherichia coli :

La surface des organes est flambée puis I’organe est coupé stérilement en de petits dés a

’aide d’une pince et de ciseaux stériles (figure 09).

Figure 9 : Foie et coeur découpés stérilement en petits dés (Photo originale, 2021)

111.2.3.1.1. Enrichissement :

Le milieu d'enrichissement, tube de BHIB, est ensemencé par I’introduction des petits dés
d’organes a I’intérieur du tube puis incubé 18 a 24 h a 37°C (figure 10).

Figure 10 : Enrichissement des organes sur BNO (Photo originale, 2021)
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111.2.3.1.2. Ensemencement :

On procede a l'ensemencement par la technique d’épuisement, & partir du tube BHIB
contenant les organes et incubé la veille. Une goutte de BHIB est ensemencée sur les géloses

Mac conkey et/ou Hektoen ,puis une deuxiéme incubation est pratiquée pendant 18 a 24h a 37°C.

111.2.3.2. Identification des Escherichia coli :

L'étape suivante concerne [lidentification microbiologique. Elle permet de diriger

l'opérateur vers une classe bien définie de bactéries. Elle met en ceuvre les réactions suivantes :

111.2.3.2.1. Identification morphologique :

Sur le plan macroscopique :

Sur une gélose Mac conkey ,elle repose sur 1’observation de colonies rondes et
bombées,brillantes a bord net, de 2 a 3 mm de diamétre, de couleur rose clair et entourées d’un

halo opaque dd a la précipitation de sels biliaires (figure 11). Cependant, elles sont de couleur
jaune saumons sur une gélose Hektoen.

Figure 11: Aspect des colonies E.coli sur gélose Mac conkey (photo originale, 2021)
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111.2.3.2.2. Identification biochimique :

111.2.3.2.3. Identification biochimique par API 20 E :

a) Objectif :
La galerie API 20 E est un systéme standardisé pour l'identification des Enterobacteriaceae et
autres bacilles a Gram négatif non fastidieux, comprenant 20 tests biochimiques miniaturisés,

ainsi qu'une base de données.

b) Principe :

La galerie comporte 20 microtubes contenant des substrats déshydratés. Les microtubes
sont inoculés avec une suspension bactérienne qui reconstitue le test indiqué par un sigle au-
dessus du microtube.

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

colorés spontanément ou révélés par 1’addition de réactifs (figure 12).

Figure 12 : Galerie API 20 E apres incubation et ajout des réactifs (Photo originale, 2021)

c) Mode opératoire :

c-1. Préparation de la galerie :

. Réunir fond et couvercle d’une boite d’incubation et répartir environ 5 ml d’eau distillée

ou déminéralisée dans les alvéoles pour créer une atmosphére humide ;

. Inscrire la référence de la souche sur la languette latérale de la boite ;
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o Sortir la galerie de son emballage ;
J Déposer stérilement la galerie dans la boite d’incubation.
c-2. Préparation de ’inoculum :
o Ouvrir une ampoule contenant 5 ml d’eau physiologique stérile ;

o Prélever des colonies sur le milieu TSI, en utilisant des cultures jeunes de 18-24 h a I’aide

d’une pipette Pasteur ;

. Réaliser une suspension bactérienne en homogénéisant soigneusement les bactéries dans

le milieu. Cette suspension doit étre utilisée extemporanément.

c-3. Inoculation de la galerie :
o Introduire la suspension bactérienne dans les tubes de la galerie a I’aide de la méme
pipette. Pour éviter la formation de bulles au fond des tubes, poser la pointe de la pipette sur le
coté de la cupule, en inclinant légérement la boite d’incubation vers 1’avant ;
- Pour les tests CIT, VP et GEL, remplir tube et cupule.

- Pour les autres tests, remplir uniqguement les tubes (et non pas les cupules).

- Pour les tests ADH, LDC, ODC, H5S et URE, créer une anaérobiose en remplissant les cupules

d’huile de vaseline.

. Refermer la boite d’incubation ;
o Incuber a 37°C pendant 18 a 24 heures.
d. Lecture de la galerie :

Apreés incubation, la lecture de la galerie doit se faire en se référant au tableau de lecture

(voir annexe) apres addition des réactifs suivants :

X Une goutte de réactif TDA au test TDA ;
X Une goutte de réactif James au test IND ;

X Une goutte de réactif VP1 et VP2, et attendre au minimum 10 mn, au test VP.
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e. Interprétation de la galerie :

L’identification est obtenue a partir du profil numérique qui est déterminé sur la fiche de
résultats. Les tests sont séparés par groupes de trois et une valeur 1, 2 ou 4 est indiquée pour
chacun. La galerie API 20 E comportant 20 tests, en additionnant a I’intérieur de chaque groupe

les valeurs correspondant a des réactions positives, on obtient 7 chiffres.

La réaction d’oxydase, qui constitue le 216 test, est affectée de la valeur 4 lorsqu’elle
est positive. Alors I’identification est faite a 1’aide de :
v Catalogue analytique, en recherchant le profil numérique dans la liste des profils ;

v Logiciel d’identification APl web™, en entrant manuellement le profil a 7 chiffre.

111.2.3.3 Antibiogramme :

La sensibilité aux antibiotiques est déterminée par la méthode de I’antibiogramme
standard ou la méthode de diffusion des disques sur milieu solide (Muller-Hinton, Institut
Pasteur d’Algérie), selon les normes NCCLS (National Comittee For Clinical Laboratory

Standards) qui est recommandée par I’OMS (Organisation Mondiale de la Santé).

Tableau 3 : Liste des antibiotiques testés pour ’antibiogramme

Charge du

disque Sigle Origine

Famille Antibiotiques testés

Amoxicilline/Ac 20/10 g AMC 30

, . clavulanique
Bétalactamines .
Ampicilline 10 ug AMP 10 o
Céfotaxime 30 ug CTX 30 Liofilchem,
Phénicolés Chloramphenicol 30 ug C30 Lol
Polypeptides Colistine 10 ug CL 10
Néomycine 30 ug N 30
Aminosides
Gentamicine 10 ug GN?™
. Triméthoprime- 25 ; i
Sulfamides sulfaméthoxazole (25) ug COoT Himedia, Inde
Furanes Nitrofurantoine 300 ug F 300
Cyclines Tétracycline 30 ug TE 30
i Acide nalidixique 30 ug NA 30 Bio-rad, France
Quinolones .
Enrofloxacine 5 ug ENR 5
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111.2.3.3.1. Principe :
La méthode de diffusion, ou antibiogramme standard, est la plus utilisée par les
laboratoires de diagnostic. Des disques de papier buvard, imprégnés d’antibiotiques a tester, sont
déposés a la surface d'un milieu gélosé, préalablement ensemencé avec une culture pure de la

souche a étudier.

Dés l'application des disques, les antibiotiques diffusent de maniere uniforme, si bien que
leurs concentrations sont inversement proportionnelles a la distance du disque. Aprés incubation,

les disques s'entourent de zones d'inhibition circulaires correspondant a une absence de culture.

Lorsque la technique est parfaitement standardisée, les diamétres des zones d'inhibition

dépendent uniqguement de la sensibilité du germe.

111.2.3.3.2. Technique :
La gélose (Mueller Hinton) est coulée la veille en boites de Peétri stériles, sur une

épaisseur de 4 mm ; les géloses sont séchées avant 1I’emploi.

A- Inoculum :

7

> A partir d’une culture pure de 18 heures sur milieu d’isolement, racler a I’aide d’une anse

de platine quelques colonies bien isolées et parfaitement identiques ;

R/

X Décharger I’anse dans 5 a 10 ml d’eau physiologique stérile a 0,9% ;

X Bien homogeénéiser la suspension bactérienne, son opacité doit étre équivalente a 0,5 Mc

Farland ;

R

X8 L’inoculum peut étre ajusté, en ajoutant soit de la culture s’il est trop faible, ou bien de
I’eau physiologique stérile s’il est trop fort ;

R

X2 L’ensemencement doit se faire dans les 15 mn qui suivent la préparation de I’inoculum.

B- Ensemencement :
X Tremper un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne ;

> L’essorer en le pressant fermement (en le tournant) sur la paroi interne du tube, afin de le

décharger au maximum ;
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X Frotter 1’écouvillon sur la totalité de la surface gélosée, séche, de haut en bas, en stries

serrées ;

<> Répéter I’opération trois fois, en tournant la bofite de 60° a chaque fois, sans oublier de
faire pivoter ’écouvillon sur lui-méme. Finir I’ensemencement en passant 1’écouvillon sur la

périphérie de la gélose (2 fois).

N.B : Dans le cas ou I’on ensemence plusieurs boites de Pétri, il faut changer 1’écouvillon a

chaque fois.

C- Application des disques d’antibiotiques :

0,

> I1 ne faut pas mettre plus de 6 disques d’antibiotiques sur une boite de 90 mm de diametre

comme indiqué dans le tableau 6:

Tableau 4 : Application des disques d’antibiotique par bofte de pétri

LES DISQUES D’ANTIBIOTIQUES

Boites
. COT CL NA TE C F
5 AMC CTX AMP ENR GN N

<> Les disques d’antibiotiques doivent étre espacés de 24 mm, centre a centre ;

> Presser chaque disque d’antibiotique a I’aide de pinces pour s’assurer de son application.

Une fois appliqué, le disque ne doit pas étre déplace.

D-Incubation :

X3 18 heures a 35°C ;

<> La durée d’incubation peut étre prolongée dans certains cas : oxacilline, glycopeptides et
aminosides.
111.2.3.3.3. Lecture :

*

<> Mesurer avec précision les diamétres des zones d’inhibition a I’aide d’un pied a coulisse

métallique, a I’extérieur de la boite fermée ;
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<> Comparer ces résultats aux valeurs critiques des diametres des zones d'inhibition et des
CMI des entérobactéries, figurant dans les tables de lecture de standardisation de

I’antibiogramme a 1’échelle nationale Médecine humaine et vétérinaire 7éme Edition (2014);

X Classer la bactérie dans 1’une des catégories : Sensible, Intermédiaire ou Résistante.

111.2.6. Recherche de la p-lactamase a spectre étendu (BLSE) chez les
entérobactéries

Les B-lactamases a spectre élargi ou étendu désignent les enzymes « [B-lactamases »
produites par les entérobactéries. Ces enzymes codent pour la résistance aux céphalosporines de
3éme génération (cefotaxime...) mais n’ont aucune activité vis-a-vis des céphamycines

(cefoxitine, moxalactam) ni des carbapenemes (imipeneme).

111.2.6.1.1. Technique pour les Entérobactérie « test de synergie »

Selon Jarlier et al., (1988), La recherche de la B-lactamase a spectre élargi se fait dans les
conditions standard de I’antibiogramme en déposant le disque d’amoxicilline + acide
clavulanique (AMC 20/10pg) a 30 mm (centre a centre) d’un disque de céphalosporine de 3

eme génération cefotaxime (CTX 30ug) Incuber 18 heures a 35°C.

Lecture test de synergie

La production d’enzyme peut se traduire sur ’antibiogramme classique par ’apparition

d’une image de synergie ou bouchon de champagne entre les disques AMC et CTX.

En I’absence d’une image de synergie, la production de BLSE sera suspectée devant toute
diminution du diamétre autour des disques de céphalosporines de 3éme génération ou de

monobactam .

111.2.3.4. Analyse statistique :

Le traitement statistique des données et les présentations graphiques sont réalisés a I'aide d’un
logiciel Microsoft Office Excel 2007. Pour la comparaison des résultats nous appliquons les tests non
paramétriques, le test Chi deux (x?), la correction de Yates et le test exact de Fisher (le seuil de signification

est d’au moins (5%).
Remarque : Nous comparons nos résultats a chacune des autres études et non pas les études entre ell
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CHAPITRE Il : RESULTATS ET DISCUSSION

l. Rappel de I’objectif

Notre objectif est :

L’isolement et I’identification de germe Escherichia coli a partir du foie et cceur (organe filtre
concentrant les germes) de sujets présentant de la congestion généralisée des organes et de la
carcasse, des lésions d’aérosacculite, de péricardite et de périhépatite, pathognomoniques de la
colibacillose lors de I’autopsie ;

L’étude de leur sensibilité vis-a-vis de douze molécules antibiotiques.

Il. Bactériologie :

I1.1.1solement et identification des E. coli :
Sur les 50 prelévements, 50 isolats d’E. coli ont été récoltees, soit 100% de nos sujets étaient

positifs. Pour les 1 sujet ont a pu isoler Citrobacter brakii avec des E.coli.

Dans notre etude, la bactérie E. coli a été isolée des organes des sujets suspectés, ce qui
confirme le role de ’examen de ’aspect extérieur de la carcasse et des lésions comme diagnostic
préalable de la maladie. Pour ce qui est de la présence éventuelle d’autres entérobactéries, dans ce

cas isolement de Citrobacter brakii peut étre di :

» Un éventuel défaut lors du prélevement : le respect de I’aseptise lors de récupération des
organes ;

» L’état de fraicheur des sujets : apres la mort du sujet, une multiplication peut avoir lieu et
sortie de la flore intestinale qui envahit les organes et les contamine ;

» Possibilité de coinfections.

I1.2.Antibiogramme :

Douze antibiotiques sont testés sur chacune des 50 souches d'Escherichia coli isolées.

Une lecture impérative est utilisée, qui détermine la sensibilité ou la résistance d’une souche

en comparant les diamétres des zones d’inhibition de nos souches avec la table de lecture des
42



Partie Expérimentale Résultats et discussion

entérobactéries (vétérinaire) selon les recommandations du standardisation de I’antibiogramme a

I’échelle nationale (médecine humaine et vétérinaire) 7 * édition (2014)(voir annexe ) :

Les résultats de I’antibiogramme (figure 13) des souches Escherichia coli isolées des
organes (foies et cceurs) des animaux présentant les lésions de la colibacillose respiratoire et la
colisepticémie sont présentés dans le tableau des résultats (voir annexe).

Figure 13 : Boite n 1 de I’antibiogramme (Photo originale, 2021).

Le tableau 5 et la figure 14 montrent les pourcentages de résistances de 50 souches E. coli isolées
lors de notre étude:
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Tableau 5 : Pourcentages de résistances et de sensibilités des souches E .coli

Nombre de Souches E. coli isolées et testés N=50

Familles Antibiotiques testés Nombre de souches (%)
R [ S R+
Bétalactami | Amoxicilline/Ac clavulanique 25(50) 5(10) 20(40) 30(60)
nes Ampicilline 40(80) 7(14) 3(6) 47(94)
Céfotaxime 0(0) 0(0) 50(100) 0(0)
Cyclines Tetracycline 49(98) 1(2) 0(0) 50(100)
Quinolones Acide Nalidixique 49(98) 1(2) 0(0) 50(100)
Enrofloxacine 33(66) 10(20) 7(14) 43(86)
Sulfamides Triméthoprime- 44(88) 0(0) 6(12) 44(88)
sulfaméthoxazole
Aminosides Gentamicine 0(0) 0(0) 50(100) 0(0)
Néomycine 20(40) 7(14) 23(46) 27(54)
Polypeptides Colistine sulfate 0(0) 0(0) 50(100) 0(0)
Furanes Nitrofurantoine 14(28) 7(14) 29(58) 21(42)
Phénicolés Chloramphenicol 4(8) 1(2) 45(90) 5(10)
R: Résistante I: Intermediaire S: Sensible
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Figure 14 : Pourcentages de résistances des souches E.coli
Vue la diversité des pourcentages, les résultats sont classees en trois groupes. Comme préconisé par
Saberfar et al. (2008).

- Les antibiotiques pour lesquels de trés hauts niveaux de résistance sont observés (de 60 a 100) sont
compris dans le Groupe I. Ces antibiotiques sont par ordre croissant: Triméthoprime/
Sulfamethoxazole (88%), Ampicilline (78%) et I’Enrofloxacine (64%), Tétracycline et Acide
nalidixique (98%).

-Le Groupe Il comprend des antibiotiques pour lesquels des niveaux moyens de résistance (de 20 a
60%) sont obtenus. Ce sont : Nitrofurane (28%), Néomycine (40%), Amoxicilline/AC (48%).

-Le Groupe I11 comprend les antibiotiques pour lesquels des niveaux bas de résistance (de 0 a 20%)

sont notés. Ce sont : Gentamicine, Cefotaxime et Colistine sulfate (0%), Chlorampheénicol (8%).

Dans cette étude, il ressort clairement que les molécules les plus efficaces contre les
colibacilles sont celles qui sont classées dans le Groupe 11, avec des taux de sensibilité plus élevés
par rapport aux autres antibiotiques de différentes familles. Le taux de sensibilité est de100% pour la

Colistine sulfate, Gentamicine et Céfotaxime. Et de 92% pour Chloramphénicol.
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Tableau 6 : Fréquence des antibiorésistances dans notre étude et pour d’autres études en Algérie

Nos Messai et al., . Halfaoui etal., | Megunni et al.
ATB Résultats(%) (2013) Achir (2016) (2017) (2019)
Ampicilline 80 84.5 92.31 83 83.3
Amoxicillir_le/ Ac 50 87.8* 69.23 431 16.7*
Clavulanique
Céfotaxime 0 / 30.77* 0 36.1*
Trimethoprime / 88 82.2 53.85* 88.8 66.6
sulfamethoxazole
Colistine 0 5.5€ 15.38Q2 6.5€ 0
Acide 08 96.7 100 85.6 83.4
nalidixique
Tétracycline 98 98.3 92.31 94.1 57.1*
Chlorampheénicol 8 45.6* 7.69 39.2* /
Nitrofurane 28 18.9 7.69* 0* /
Enrofloxacine 66 72.2 69.23 86.2 60
Néomycine 40 75* 15.38* / 42.8
Gentamicine 0 5.5€ 0 1.9€ 2.8€

*: Test KHI2 difference significative P< 5.00%
Q : Correction de Yates pour le test KHI2 différence significatif P< 5.00%

€ : Pas de condition pour application de la Correction de Yates pour KHI2

11.3. Résistances individuelles par familles d’antibiotiques
11.3.1. Les p-lactamines

Les résultats mettent en évidence une forte résistance des E. coli a cette famille
d’antibiotiques, avec des taux de 80% pour I’Ampicilline et de 50% pour Amoxicilline/ Ac

clavulanique. Cependant, la résistance vis-a-vis de la Céfotaxime est nulle.

Pour Amoxicilline/ Ac clavulanique, un taux de résistance de 50% est obtenu .Ce résultat est
bas par rapport aux résultats de Messai et al. (2013), Achir (2006), Halfaoui et al., (2017) et
Megunni et al. (2019) ou ils ont enregistrés les taux de 87.8%, 69.23%, 75.8% et 83.3

respectivement, dans les régions Centre et Est de I’ Algérie.

Pour Ampicilline un taux de résistance de 80%o est obtenu. Ce résultat est bas par rapport aux

résultats de Messai et al. (2013), Achir (2006), Halfaoui et al., (2017) et Megunni et al. (2019) ou ils
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ont enregistré les taux de 84.5%, 92.31%, 83% et 83.3 % respectivement, dans les régions Centre et
Est de I’ Algérie.

Ces taux élevés de résistance vis-a-vis de I’Amoxicilline / Ac clavulanique et de
I’ Ampicilline sont probablement liés a I’utilisation abusive et anarchique des B-lactamines dans les
élevages avicoles sans avis de vétérinaire. Il existe une diversité de mécanismes de résistances du
germe vis-a-vis de cette famille, soit par diminution de I’affinité du B-lactame vis-a-vis des PLP et la
diversité des mécanismes de resistances des E.coli vis-a-vis de cette famille comme rapporté par
Gaudyet Buxeraud (2005), soit par production de B-lactamases comme rapporté par Quintiliani et
Courvalin (1995).

11.3.2. Les Tétracyclines

Pour cette famille d’antibiotiques, un taux de résistance de 98% est obtenu vis-a-vis de la

tétracycline, cette molécule renferme un taux de réesistance trées élevé.

Nos résultats sont semblables a ceux de Messai et al. (2013) dans la région Est d’Algérie
avec un taux de 98.3%, et ceux d’Achir (2006) et Halfaoui et al., (2017) dans le Centre d’ Algerie
avec des taux de 92.31 et 94.1% respectivement. Mais nettement supérieur au taux enregistré par

Megunni et al., (2019) ou ils ont enregistré 57.1%.

Les tétracyclines représentent les plus anciennes molécules utilisées, également en thérapie
que préventivement, ces molécules ont une activité bactériostatique et ils ont une bonne diffusion
tissulaire et intracellulaire comme rapporté par Gaudy et Buxeraud (2005), ils ont aussi éte utilisés
comme "facteurs de croissance”, engendrant des résistances trés élevées en aviculture. La
persistance et ’augmentation croissante de cette résistante sont attribuées, en partie, a 1'usage
intempestif de cette famille d’antibiotiques a large spectre, mais également a leur incorporation
systématique dans I’alimentation des animaux d’¢élevage destinés a la consommation humaine, et a
des doses souvent sub-thérapeutiques, en prophylaxie ou dans le but de stimuler la croissance et
d’améliorer le rendement. Cette derniere possibilité est évoqué ya plus de 50 ans, comme cause

probable de I’apparition des souches résistantes comme rapporté par Abdennebi (2006).
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11.3.3. Les quinolones

Dans cette étude, la sensibilité des souches isolées est testée vis-a-vis de I’acide nalidixique,
quinolone de premicre génération, et I’enrofloxacine, quinolone de troisiéme génération. Les taux de

résistance sont de 98%pour I’acide nalidixique et de 6696 Vvis-a-vis de I’enrofloxacine.

Pour 1I’Acide nalidixique, nous avons obtenu des valeurs proches a ceux enregistrés par
Messai et al. (2013), Achir (2006), Halfaoui et al., (2017) et Megunni et al. (2019) ou ils ont
enregistré les taux de 96.7%, 100%, 85.6% et 83.4% respectivement, dans les régions Centre et Est

de I’ Algérie.

En ce qui concerne ’Enrofloxacine. Notre résultat de 66% est aussi proche par rapport aux
résultats obtenus Messai et al. (2013), Achir (2006) et Megunni et al. (2019) ou ils ont enregistrés
les taux de 72.2%, 69.23%, et 60% respectivement, dans les régions Centre et Est de 1’ Algérie. Mais
relativement bas par rapport au taux de Halfaoui et al., (2017) qui est de 86.2%.

La résistance aux quinolones est exclusivement liee a des mutations chromosomiques :
o Mutations sur les génes codant pour les topo-isomeérases, entrainant une perte
d’affinité¢ de ’enzyme pour les quinolones ;
o Augmentation du transport actif de I’antibiotique hors de la bactérie comme signalé
par Gaudy et Buxéraud (2005) et Nauciel et Vilde (2008).

Ces taux tres élevés de résistance a cette famille d’antibiotiques peuvent étre expliqués,
d’une part, par la forte utilisation de ces molécules en raison de leur grande disponibilité sur le
marché algérien, et surtout par la présence de génériques a prix tres abordables, alors qu’il ya
quelques années, il n’existait que la molécule mére, trés onéreuse ; d’autre part au fait que les

quinolones partagent un seul et méme mécanisme d’action.

Selon Boucheron et al. (2003), deux mutations dans le géne gyrA et une ou deux mutations
dans le géne parC au niveau de la région QRDR (Quinolone Resistance Determining Region) chez
les souches E. coli d’origine aviaire, conférent un haut niveau de résistance vis-a-vis de I’acide

nalidixique et de I’enrofloxacine.
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11.3.4. Les sulfamides

En thérapeutique, les sulfamides se retrouvent dans trois classes médicamenteuses : les anti-

infectieux, les antidiabétiques oraux et les diurétiques.

Pour cette famille d’anti-infectieux, la sensibilité des souches est testée vis-a-vis de

’association triméthoprime/sulfaméthoxazole, connue sous le nom commercial de Bactrim®.

Nos résultats sont de 88%. Ces derniers sont €levés par rapport aux résultats enregistrés par
Achir (2016) dans la région de Centre d’Algérie avec un taux de 53.85%. Aussi a ceux de Megunni
et al (2019) dans la région Centre d’Algérie ou ils ont enregistré un taux de 66.6%, et ceux qu’a
obtenu Messai et al (2013) dans la région de Sétif (82.2%), mais sont bas par rapport a ceux obtenus
par Halfaoui et al. (2017) dans la region Centre d’Algérie (88.8 %).

Leur spectre d’action, théoriquement large, englobe la majorité des espéces bactériennes a

Gram + et a Gram -

Les taux importants enregistrés, également dans notre étude que par dautres auteurs, est
probablement la conséquence de la trés importante prescription de cet anti-infectieux, utilisé
notamment dans la prévention contre les salmonelles, et aussi lors de coccidioses. Cette molécule est
utilisée quasi-systématiquement en association avec des anticoccidiens dans le traitement et la

prévention de ces derniéres, conduisant ainsi a son inefficacité contre les colibacilles.
11.3.5. Les aminosides

La sensibilité des souches isolées dans cette étude est testée vis-a-vis de deux molécules de
cette famille d’antibiotiques, que sont la néomycine, et la gentamicine.

Pour la néomycine, nous avons obtenu un taux de résistance de 40%. C’est un taux inférieur
a celui de Messali et al. (2013) avec (75%). Néanmoins, il est supérieur a celui enregistré par Achir
(2016) avec un taux de 15,38%. Et reste proche au taux enregistré par Megunni et al. (2019) qui est
de 42.8%.

Pour la gentamicine, nos résultats révelent une absence totale de la résistance, contrairement
a ceux de Messai et al. (2013) avec (5.5%), ceux de Halfaoui et al. (2017) avec (1.9%) et ceux de
Megunni et al. (2019) avec (2.8%).
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La forte sensibilité des souches E.coli vis-a-vis de la gentamicine est due a la non utilisation

de cet antibiotique dans les élevages avicoles d’ou un taux de résistance nul.

En pratique, il existe des contraintes quant a son utilisation : dans certains pays, comme
I’Iran, la gentamicine n’existe que sous la forme injectable (trés récemment en poudre), forme
intéressante pour les éleveurs car 1’administration de ce produit requiert une main-d’ceuvre
spécialisée qui colte cher. De plus, la manipulation des sujets provoque un stress et peut rendre la
situation délicate. Les injections ne sont pas tolérées chez le poulet, spécialement lors de
colibacillose, comme rapporté par Saberfar et al. (2008).

11.3.6. Les polypeptides

La sensibilité des souches est testée vis-a-vis de la molécule type de cette famille

d’antibiotiques qui est la colistine, les résultats indiquent une resistance nulle de 0%.

Nos résultats sont inférieurs a ceux enregistrés par Messai et al. (2013) avec 5.5 %, Achir
(2006) avec un taux de 15.38% et Halfaoui et al (2017) avec un taux de 6.5%. lls sont comparables a

ceux rapportés par Megunni et al. (2019) avec 0%.

Ce taux nul de résistance peut étre expliqué par I’utilisation prudente de cette molécule en
élevage avicole dans la région étudiée car elle ne franchit pas la barriére intestinale et est donc
inactive per os sur les colibacilles systémiques. Elle est cependant utilisée en association avec les p-
lactamines car cette association procure un effet synergique, et peut aider a la maitrise des

colibacilles pathogeénes respiratoires encore en situation intestinale.

11.3.7. Les phénicolés

La sensibilité des souches E. coli isolées dans cette étude est testée vis-a-vis de la molécule
la plus ancienne de cette famille, le chloramphénicol. Nous enregistrons un taux de résistance de 8
%.

Nos résultats, sont inférieurs a ceux de Messai et al. (2013) dans la région Est d’Algérie et
Halfaoui et al. (2017) dans le Centre d’Algérie, ou ils obtiennent les taux de 45.6%, 39.2%

respectivement, et proche a ceux de Achir (2016) avec un taux de 7.69 %.
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Ce médicament n’est plus sur le marché officiel. Ce taux partiellement élevé serait donc le
fait de la persistance d’une résistance acquise antérieurement, d’une résistance *croisée* ou plus
vraisemblablement a une utilisation illégale de cet antibiotique. La méme remarque est valable pour

toute autre molécule interdite, entre autres les nitrofuranes.

11.3.8. Les furanes :

La sensibilité de nos souches est testée vis-a-vis du nitrofurane lequel un taux de résistance

de 28 % a été enregistre.

Nos résultats sont supérieurs a ceux de Messai et al. (2013) dans la région Est d’Algérie de
taux de 18,9%, un taux nul 0% pour Halfaoui et al. (2017), et de 7.69 % pour Achir (2016) dans le
Centre d’Algérie.

Cet antibiotique ayant été retiré de la nomenclature vétérinaire et n’ayant été a aucun
moment administré lors de cette étude, tout laisse supposer que la résistance observée est le fruit
d’une résistance croisée. Elle aurait dans ce cas un support plasmidique du fait de 1’émergence
rapide de souches porteuses de plasmides de multirésistance aminoglycoside et Nitrofurane, ou,

comme indiqué précédemment, en raison d’une utilisation illégale.

I1.4.Les multirésistances :

Les taux de multirésistance sont présentés dans le tableau 7 et la figure 15 :

Tableau 7 : Pourcentages de multirésistances des souches E.coli aux antibiotiques

Nombre des antibiotiques Nombre des souches Le pourcentage %
0 0 0
1 0 0
2 1 2
3 1 2
4 8 16
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Figure 15: Pourcentages des multirésistances des souches E.coli isolées

Il parait que les forts pourcentages de multirésistance sont enregistrés vis-a-vis de 4, 5, 6, et 7
antibiotiques avec des pourcentages de 16%, 28% 30% et 14% respectivement. Une autre valeur

plus ou moins inquiétante est enregistrée a I’encontre de 8 antibiotiques qui est estimée a 8%.

Cette forte multirésistance peut étre due a ’utilisation anarchique et abusive des antibiotiques dans

le secteur avicole, sans recours a I’antibiogramme.

Cette multirésistance est alarmante car elle présente un énorme risque pour 1’élevage avicole

lors de transmissions plasmidiques des résistances d’une bactérie a une autres, d’ou des échecs aux
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traitements, et par conséquent diminution de la production a cause de taux de morbidité et de
mortalité élevés. D’autre part, Lafont et al. (1984), et Chulasiri et Suthienkul (1989) rapportent que
les caractéristiques des souches E. coli aviaires sont souvent identifiées chez d’autres souches E. coli
isolées d’autres animaux. De ce fait, les souches E. coli aviaires peuvent étre une source potentielle
de transmission de génes et plasmides qui codent pour la résistance aux antibiotiques, ainsi que des
facteurs de virulence.

Tableau 08 : les profils de résistance (Antibiotypes) isolés lors de notre étude.

Antibiotypes Désignation Nombre des Pourcentage

souches (%)
AUG-AMP-SXT-NA-TE A 7 14%
AUG-AMP-SXT-NA-TE-ENR B 6 12%
AMP-SXT-NA-TE-N-ENR C 5 10%
AMP-SXT-NA-TE-N D 5 10%
SXT-NA-TE-ENR E 4 8%
AUG-AMP-SXT-NA-TE-N-F-ENR F 3 6%
AMP-SXT-NA-TE-N-F-ENR G 2 4%

Parmi les 25 profils de multirésistance obtenus sur les 50 souches isolées dans notre étude, 7,
désignés de A a G, attirent l'attention particulierement, dont les plus importants sont : le profil A et
B avec 14% et 12%, les profils C et D avec un taux de 10 %.

Il faut aussi tenir en compte du danger véhiculé par les souches qui expriment le profil F car
elles expriment une résistance vis-a-vis de 8 antibiotiques, et permettent ainsi la dissémination d’un

large phénotype de résistance, malgré leur faible prévalence 6%.

Ces résultats reflétent 1’utilisation abusive et anarchique de ces produits en raison de leur
large disponibilité sur le marché algérien, en ’absence de législation réglementant leur utilisation a
titre thérapeutique et préventif. Ainsi, plusieurs antibiotiques sont utilisés couramment a titre
préventif et curatif, sans recours a 1’antibiogramme pour choisir la molécule la plus efficace contre

le germe en cause.
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Ces souches peuvent transférer leur large phénotype d’antibiorésistance par transmission
verticale a leur descendance et par transmission horizontale a des espéces différentes de bactéries
via I’échange de matériel génétique, permettant la diffusion de ces profils et réalisant la transmission
épidémique de cette multirésistance, d’une part. D’autre part, la contamination de ’homme par ces
bactéries multirésitantes (par exemple lors d’opération d’abattage) constituera 1’une des causes

majeures des difficultés de traitement chez ’homme.

Van Den Bogaard et al. (2001) ont isolé des souches E. coli chez les humains qui travaillent
en promiscuité avec les oiseaux, exprimant les mémes antibiotypes que les souches aviaires. Cette
trouvaille indique que la transmission de la résistance des souches aviaires aux souches humaines est

possible.

Aussi, nous mettons en évidence une co-résistance vis-a-vis de : Ampicilline, Triméthoprime/
sulfameéthoxazole, Acide nalidixique, Tétracycline (AMP - SXT — NA - TE). Presque la moitié
(56%) de nos souches expriment cette co-résistance, elle est présente chez les souches E.coli qui ont

les profils de multirésistance les plus importants: A, B, C, D, F et G.
Selon Courvalin (2008), la conséquence de cette organisation génétique est la co-sélection :

une classe d’antibiotiques a laquelle la bactérie est résistante pourra sélectionner la résistance a des

classes d’antibiotiques non reliées, engendrant ainsi un large phénotype résistant de la bacterie.
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Conclusion et recommandations

es pertes économiques causées par les E. coli pathogénes aviaires (APEC) restent
encore considéerables. Elles sont a ’origine de lourdes pertes substantielles a cause des
taux de morbidité et de la mortalité éleves, une diminution des performances qui s’est
traduit par des retards de croissances, des déclassements et des saisies de carcasses aux abattoirs

et les colits de I’antibiothérapie engendrés par les différentes formes de la maladie.

A T’heure actuelle, les moyens de lutte sont représentés essentiellement par
I’antibiothérapie généralisée et I’application des mesures sanitaires, cette pathologie reste
fréquente et 1’'usage massif et prolongé des antibiotiques augmente les risques d’émergence de
bactéries pathogénes résistantes « pression de sélection », de plus I’utilisation anarchique et
irraisonnée des antibiotiques par les aviculteurs, sans avis Vétérinaire, est une pratique qui

devient de plus en plus courante.

Les méthodes conventionnelles de I’analyse bactériologique ont permis 1’isolement et
I’identification de I’agent étiologique qui est la bactérie Escherichia coli avec une prévalence de
100%. Cette valeur dénote de I’insuffisance et du dysfonctionnement de ’organisation de lutte

contre ce pathogéne.

Quant aux résultats surprenants de I’antibiorésistance, ce constat alarmant serait expliqué
en majeure partie par I’utilisation anarchique et incontrdlée des antibiotiques dans le traitement
des infections sans qu’il y ait recours a I’antibiogramme. 1l parait donc primordial de restreindre
au minimum la diffusion de résistances bactériennes. L’optimisation de I’utilisation des
antibiotiques chez ’homme et I’animal est actuellement une des actions prioritaires proposées

par les réunions d’experts scientifiques.

Aucune souche n’est BLSE, L’émergence des souches E.coli productrices de

betalactamase a spectre étendu ne sera pas sans conséquence sur la santé animale et humaine.

La connaissance des facteurs favorisant ’apparition de ces pathologies et le recours a
d’autres moyens de lutte alternatifs contre ces bactéries seraient une necessité. Ce type d’étude
nous fournira aussi des arguments techniques susceptibles d’alimenter des discussions avec tous
les acteurs de la filiére avicole, car quelle que soit la stratégie qui sera adoptée par les autorités,

elle ne pourra étre mise en ceuvre que si elle implique I’ensemble des acteurs de la filiere.
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En vue de réduire les forts taux de résistance individuelle et multiple des souches E. coli
d’origine aviaire vis-a-vis des molécules d’antibiotiques, responsables des pertes économiques,

et afin de rentabiliser I'élevage aviaire, les recommandations suivantes peuvent étre émises :

> Organiser I'utilisation des antibiotiques chez les animaux en rendant leur prescription

obligatoire par le vétérinaire ;

> Fournir des instructions a I’intention des vétérinaires afin de réduire ’utilisation abusive

et erronée des antibiotiques chez les animaux d’élevage ;
> Sensibiliser les ¢leveurs sur 1’utilisation des antibiotiques sans avis vétérinaire ;

> Entreprendre un traitement intuitif en parallele de I’antibiogramme afin de limiter les

pertes économiques si elles sont redoutées, a condition de respecter un protocole diagnostique

rigoureux ;
> Réaliser I’antibiogramme afin de prescrire la molécule de choix ;
> Respecter les normes d'ambiance (température, hygrométrie, aération pour éviter

I'accumulation des gaz, ammoniac en particulier) et d’hygiene est une nécessité absolue, tant

pour des objectifs zootechniques que pour limiter la pression microbienne.
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Tableau I: Caracteres biochimiques, différentiels des

principalesespéces du genre Escherichia

(Bettelheim, 2002 ; Huys et al., 2003 ; Abbott et al., 2003 ; Euzéby, 2005).

E. coli | E. hermannii | E. vulneris | E. fergusonii | E. albertii | E. blattae
Pigment jaune + d
Mobilité (36°C) + + + + - -
ONPG + + + d+ + -
Indole + + - + - -
LDC + - + + + +
oDC d+ + - + + +
ADH d - d - - -
Citrate de Simmons - - - - - d
Croissance en KCN - + - - - -
Hydrolyse de I’esculine d D d d d** -
Utilisation du :
malonate - - + d - d*
Acétate + d+ d + + -
Fermentation du :
adonitol - - - + - -
D-arabitol - - - + - -
cellobiose - + + + - -
dulcitol d+ d - d+ - -
glycerol d+ - d d Hx* +
lactose + d- - - - -
maltose + + + + d +
D-mannitol + + + + + -
mélibiose d+ - + - - -
raffinose d d + - - -
L-rhamnose d+ + + + - +
saccharose d d - - - -
salicine d d d d+ - -
D-sorbitol + - - - - -
tréhalose + + + + d d+
D-xylose + + + + - +

+: au moins 85 % des souches donnent un résultat positif.

- : au moins 85 % des souches donnent un résultat négatif

d : résultat positif pour 16 a 50 % des souches.

d+ : résultat positif pour 51 a 84 % des souches.

d- : résultat négatif pour 51 a 84 % des souches.




ANNEXE Il

Figure 1:Milieu Mac conkey et gélose nutritif (Photo personnelle)

Figure 11 :

Huile de vaseline et flacon d’cau distillé stériles (Photo personnelle)



Figure I11:
Réactifs additionnées pour la lecture de la galerie APl 20 E apres
incubation(Photo personnelle)




Tableau Il : Tableau de lecture APl 20 E

TESTS COMPOSANTS QTE REACTIONS/ RESULTATS
ACTIFS (mg/cup.) ENZYMES NEGATIF POSITIF
. ) B-galactosidase
ONPG 2-nitrophényl-gD- 0.223 (Ortho NitroPhenil-pD- Incolore Jaune (1)
galactopyranoside .
Galactopyranosidase)
ADH L-arginine 1.9 Arginine dihydrolase Jaune Rouge/orangé (2)
LDC L-lysine 1.9 Lysine décarboxylase Jaune Rouge/orangé (2)
OoDC L-ornithine 1.9 Ornithine décarboxylase Jaune Rouge/orangeé (2)
CIT Trisodium citrate 0.756 Utilisation du citrate Jaune Bleu-vert/Bleu (3)
H2S Sodium thiosulfate 0.075 Production d’H2S Vert pale/jaune Deptﬁsr;?ér/ fin
URE Urée 0.76 Uréase Incolore/grisatre Rouge/orangeé (2)
A TDA/ immédiat
TDA Tryptophane 0.38 Tryptophane désaminase jaune [ Marron-rougeare
James/ immédiat
IND Tryptophane 0.19 Production d’indole Incolore
. Rose
vert pale/ jaune
Production d’acétoine VP1+VP2/ 10 min
VP Sodium pyruvate 1.9 (Voges Proskauer) Incolpoarlee/rose Rose / rouge (5)
Gélatine A A e Diffusion du
GEL (origine bovine) 0.6 Gélatinase (gélatine) Non diffusion pigment noir
Fermentation/oxydation
GLU D-glucose 1.9 (Glucose) (4) Bleu/bleu-vert Jaune
. Fermentation/oxydation
MAN D- mannitol 1.9 (Mannitol) (4) Bleu/bleu-vert Jaune
. Fermentation/oxydation
INO Inositol 1.9 (Inositol) (4) Bleu/bleu-vert Jaune
. Fermentation/oxydation
SOR D-sorbitol 1.9 (Sorbitol) (4) Bleu/bleu-vert Jaune
Fermentation/oxydation
RHA L-rhamnose 1.9 (Rhamnose) (4) Bleu/bleu-vert Jaune
Fermentation/oxydation
SAC D-saccharose 1.9 (Saccharose) (4) Bleu/bleu-vert Jaune
_ Fermentation/oxydation
MEL D-melibiose 1.9 (Melibiose) (4) Bleu/bleu-vert Jaune
. Fermentation/oxydation
AMY Amygdaline 0.57 (Amygdaline) (4) Bleu/bleu-vert Jaune
. Fermentation/oxydation
ARA L-arabinose 1.9 (Arabinose) (4) Bleu/bleu-vert Jaune
L Ox/ 5-10 mn
OoX Sur papier filtre Cytochrome-oxydase incolore [ Anneau violet
@ Une trés légére couleur jaune est également positive.
2 Une trés légére couleur jaune est également positive.
(3)  Une couleur orange apparaissant aprés 36-48h d’incubation doit étre considérée négative.
(@) Lecture dans la cupule (zone aérabie).
(5) La fermentation commence dans la partie inférieure des tubes, I’oxydation commence dans la cupule.
(6) Une légére coloration rose apparaissant aprés 10 minutes doit étre lue négative.




ANNEXES 11 :

Sulte table de lecture 21 : Valeurs critiques des diamétres des zones d'inhibition et des CMI pour Entérobactéries (En médecine vétérinaire)

Diamétres critiques (mm CMI critiques (pg/mi
Antibiotiques testés C’(‘fs' 9":“ s st Commentaires
o R I s K I s

Sulfisoxazole 300pg | =12 | 1346 217 2512 X o5g | L8 rponse pourle sulfisoiazole est valable pour los

sulfonamides
- e = — - -

;L"::&‘m::‘; e |1292375ug| <10 | 1145 216 24/76 X <2/38 t:;r:;ﬁ,? peutétre utlisde pourles isolata das infactions: du
Le testde sensibilité a la tétracycline est valable pour tester la
sensibilité aux chlortdtracyclines,
doxycyclines et oxytétracyclines .Les organismes sensibles ala

Tétracyclines 30 pg =14 15-18 z19 z16 8 =4 tétracycline sont aussi considérés comme sensibles ala
doxycycline mais certains organismes classés comme
intermédiaires ou résistants ala tétracycline peuvent étre
sensibles a la_daxycycline ou & la minocycline ou aux deux.

Acide nalidixique/ 30 pg =13 14-18 z19 232 - =16 La réponse pour l'acide nalidixique est valable pour la fluméquine

fluméquine

Enrofloxacine 5 g =16 17-20 z21 z2 0,541 =0,25

Aviaire (poulet et 5 ug =16 17-22 =23 =2 0,51 =0,25

dinde)

Espéce fline et 5 pg <16 17-22 223 =4 12 05

canine

Marbollaxacine 5pg =14 154189 220 =4 2 =1

(méme valeurs pour

I'espéce féline et

canine)

Calistine 10 pg =10 - z11 - - -

Nitrofuranbine™ 300 pg =14 15-16 =17 z128 64 532

Chloramphénicol™* 30 pg =12 1317 =18 32z 16 =8

Performance Standards for Antimicrobial Dk and Dilution Susceptibliity Tests for Bacteria Isolated from Animals; Approved standard ~Third Edition M31-A3 Vol.28 N° 8 Replaces M3 1-A2 Vol.22

N*6.February 2008.

Performance Standards for Antimicrobial Dek and Dilution Susceptibility Tests for Bacteria |solated from Animals Ap proved Standard-Second Edition, NCCLS document M3 1-A2 Vol.22
N*086 May 2002.

*Antibioti que tests seulement pour la recherche des B-lactamases

** Antibiotique tests uniquement dans le cadre de l'épidémiosunveiilance

ANNEXES IV :

Compositions des Milieu utilisés :

1) Mili e ps .
BHIB (BRAIN HEART INFUSION BROTH):

e Cceur de beeuf 5¢
e Cervelle de veau 1259
e Glucose 29
e Peptone 10g
e Chlorure de sodium 5¢
e Sodium dihydrgenophosphore 2,50
e Eaudistillée 1L

e pH=74



2) Milieux d’isolement :

a- Gélose Mac Conkey:

Milieu d’isolement des entérobactéries et permet la différentiation des bactéries lactose +, I’aspect des
colonies d’E. coli sont rouges ou rose, pas mucoide peut-étre ronde avec un précipitas opaque de sels

biliaires.

Composition :
e Gelysate 179
e Polypeptone 39
e Lactose 10g
e Sels biliaires 59
e Chlorure de sodium 59
o Gélose 12,59
e Rouge neutre 0,04
e Ph=74

b- Gélose nutritive:

Ce milieu convient a la culture des bactéries ne présentant pas d’exigences particulieres, on
’utilisepour I’isolement d’un germe afin d’assurer sa pureteé.

Composition :
e Peptone 159
e Extrait de viande 19
e Nacl 5¢
e Agar 159
e Eaudistillée 1L
e pH=7

3) Mili ibi )

Mueller Hinton :

Utilisé pour I’étude de la sensibilité ou la résistance des germes pathogenes.

Composition :
e Extrait de viande 39
e Hydrolysat acide de caséine 17,59
e Amidon 1,5¢
e Agar 169

e Eau distilléellL
e pH=73



Amo>gf:(:illine- Ampicilline | Gentamicine | Néomycine | Trimethoprime/sulfa CScL)JIIi:atlitze Nitrofurane | Chloramphénicol n:':l\?cii?;ic Enrofloxacine | Tétracycline
N° AUG AMP CN N SXT CS F C NA ENR TE TAXON
<13->18 <13 ->17 | <12 ->15 | <13 ->18 <10 ->16 <10 ->11 <14 ->17 <12 ->18 <13 ->19 <16 ->21 | <14 ->19
1 | R S R R S R R R E.coli 1
2 R R S I S S S S R | R E.coli 1
s r | R [ s [ s s | s [ s [ s R | R [ R [Chbuki
4 | I S I R S S S R R R E.coli 1
5 S I S S R S R S R R R E.coli 1
6 S S S S R S I S R R R E.coli 1
7 R R S I R S S R R R R E.coli 1
8 S I S S R S S S R R R E.coli 1
9 | I S S S S R S R R R E.coli 1
10 S R S S R S R S R R R E.coli 1
11 | I S R R S S S R | R E.coli 1
12 R R S R R S R S R R R E.coli 1
13 R R S R R S R S R R R E.coli 1
14 R I S S S S I S R R R E.coli 1
15 R R S S R S R R R R R E.coli 1
16 R R S S R S S S R S R E.coli 1
17 R R S I S S R S R R R E.coli 1
18 R R S S R S S S R S R E.coli 1
19 R R S S R S S S R S R E.coli 1
20 R R S S R S S S R S R E.coli 1
21 R R S S R S R S R R R E.coli 1
22 R R S | R S S S R R R E.coli 1
23 R R S S R S S S | | | E.coli 1
24 R R S S R S S S R R R E.coli 1
25 | S S S R S S | R R R E.coli 1




Amoﬂf:cilline- Ampicilline | Gentamicine | Néomycine | Trimethoprime/sulfa Colistine sulfate Nitrofurane | Chloramphénicol n:;?ciicij;ic Enrofloxacine | Tétracycline
N° AUG AMP CN N SXT CS F c NA ENR TE TAXON
<13->18 <13 ->17 | <12 ->15 | <13 ->18 <10 ->16 <10 ->11 <14 ->17 <12 -2>18 <13 ->19 <16 ->21 <14 ->19
26 R R S R R S R S R R R E.coli 1
27 R R S | R S S S R S R E.coli 1
28 R R S S R S S S R | R E.coli 1
29 R R S S R S S S R S R E.coli 1
30 R R S S R S S S R R R E.coli 1
31 R R S S S S R S R R R E.coli 1
32 R R S S R S S S R R R E.coli 1
33 R R S S R S S S R R R E.coli 1
34 R R S R R S S S R R R E.colil
35 S S S S S S S S R S R E.coli 1
36 R R S I R S S S R R R E.coli 1
37 S R S S R S S R R | R E.coli 1
38 S R S R R S | S R R R E.coli 1
39 S R S R R S R S R R R E.coli 1
40 S | S R R S R S R R R E.coli 1
41 S R S R R S | S R | R E.coli 1
42 S R S R R S | S R R R E.coli 1
43 S R S R R S R S R R R E.coli 1
44 S R S R R S | S R R R E.coli 1
45 S R S R R S S S R | R E.coli 1
46 S R S R R S S S R | R E.coli 1
47 S R S R R S | S R | R E.coli 1
48 S R S R R S S S R R R E.coli 1
49 S R S R R S S S R | R E.coli 1
50 S R S R R S S S R R R E.coli 1
51 S R S R R S R S R R R E.coli 1
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