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Résumeé

Les bactéries sont responsable de nombreuses Iqmthanfectieuse
affectant I'étre humaine ce qui peut conduire Ppparition des épidémies.
L’objectif de notre étude consacrer a déterminaekastance aux antibiotiques
chez les salmonelles et shigelles, et de déternhsegroupes des salmonelles
existants dans la région de Guelma. Ce travaiblgesur une période de cing
mois a été réaliser au niveau de laboratoire deoimiglogie de I'hopital Ibn
Zohr de Guelma. Nos résultats ont révélés quedbsamelles et les shigelles
respectivement on présentés une résistance clarerl’ampicilline et I'acide
naldixique, le Chloramphénicol et Ciprofloxacinet @te résistés seulement par
les salmonelles et le Trimethoprime/Sulfamethox@azpli a été resisté par les

shigelles. Tandis que le céfotaxime rester effiqgam# les deux bactéries.

Mot clés : Résistance aux antibiotiques, pathologie infecéeusmpicilline,
Acide  nalidixique, Ciprofloxacine, Chloramphénicol, Céfotaxime,

Trimethoprime/Sulfamethoxazole,



Abstract :

The bacteria are responsible for many infectiogsabes affecting human
being which can lead to the appearance of epideniies aim of our study
devoted to determine the antibiotic resistanc&imonella and Shigella, and
identify existing groups ofalmonella in Guelma region. This work is spread
over a period of five months was performed at nbimlmgy laboratory of lbn
Zuhr hospital, Guelma. Our results revealed tBaimonella and Shigella,
respectively, have shown a clear resistance to @lnmpiand naldixique acid,
chloramphenicol and ciprofloxacin were resistedyobly Salmonella and
Trimethoprim / sulfamethoxazole was resisted only $igella. While

cefotaxime remain effective for both bacteria.

Keywords. Antibiotics Resistance, infectious pathology, Aniltine, Acid
nalidixique, Ciprofloxacine, ChloramphénicdGéfotaxime, Trimethoprime /

Sulfamethoxa
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I ntroduction

L'intestin de I'homme et sa flore microbienne cibmsht un écosysteme complexe
dont I'équilibre est un exemple remarquable d'adegt réciproque. L'épithélium de l'intestin
«mis & plat» représenterait une superficie de gri200 M. Cette interface isole les 0
cellules eucaryotes de I'organisme hote dé$cHllules bactériennes vivantes qui composent
la flore microbienne du tractus digestif. Les Eab&ctéries avec prédominanc&stherichia
coli ne représentent que 5 a 10% de cette flore, @dttre “ résidante ”. De plus anaérobies
strictes il y a une flore de* transit ” provenastIthlimentation et de la flore des autres parties
du corps. La composition de cette flore se modihefonction de I'age et de I'alimentation
(Tancréde, 1989).

On peut classer schématiquement les principalerex pathogenes pour l'intestin
de I'homme en fonction du mécanisme de leur pathog& autrement dit du mode de
réponse de I'néte a leur présence (Tancréede, 19@@ni les pathologies fréquentes nous
citons la salmonellose et la shigellose qui soniséas par les salmonelles et les shigelles
respectivement (Boucheseeal., 2002).

En effet, les antibiotiques et I'hygiene n’ont pst disparaitre la pathologie
infectieuse. La fréquence et le pronostic de 'eamme la typhoide, la tuberculose ou la
poliomyélite ont changé, mais une nouvelle pathelagfectieuse existe.

A notre avis la plus adéquat, I'isolement puisdiitification d’une bactérie pathogéne
est un acte particulierement satisfaisant car itepan diagnostic étiologique et permet un
traitement parfaitement adapté (Avrilatt, 1992).

Les gastro-entérites aigues sont la premiére caeiskéceés des enfants dans les pays
en voie de développement. Malgré le niveau de Meéédes Etats-Unis, une estimation de
500 décés d’enfants chague année a été annon@al(&r et Bobak, 1991).

Donc les gastroentérites sont une source de mu¥bidi de mortalité a travers le
monde.

Ces dernier années, la région du Guelma montréaugenentation du nombre de
gastro-entérite bactérienne durant la période Matsapar la suite il nous est apparu
intéressant d’'étudier les différents agents bamté@es impliqués, dans ces gastro-entérites.

En effet, la part quantitative de I'ensemble dd&rints germes dans I'étiologie des

gastro-entérites varie selon le lieu et la péricells est relativement mal connue a notre



I ntroduction

région d’étude, en plus la source de ces infectibifisre selon le cycle écologique de I'agent

responsable.
Les principaux objectifs de notre étude sont |égasts :

s Deéterminer une étude statistique de la frequensesdémonelles et shigelles et leurs
résistances aux antibiotiques dans la région déntzudurant la période (Janvier 2008-
Avril 2013).

s Etudier la résistance aux antibiotigues des salltemet des shigelles pendant la
période pratique.

% Montrer les sérovars existant dans la région ddrzaie

Ce mémoire est devisé en trois chapitres, olf'lehhpitre est consacré a I'étude des
salmonelles et shigelles, IE™ chapitre est consacré pour les antibiotique8®Té chapitre
est consacré pour le matériel utilisés et les nu&hoadoptés et le dernier chapitre est

consacreé pour les résultats obtenus et leur discuss
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Chapitre | Etude &zdmonelles et des Shigelles

Etude des salmonelles et des shigelles

Les entérobactéries et les bacilles a Gram négatif fermentaires occupent une place
tres importante en pathologie humaine infectie@stte importance s’explique aussi bien par
la variété des especes bactériennes qui les comtpgisa leur incidence au niveau de la santé

des populations [2].

1-Salmonella

Les Salmonella sont responsables de nombreuses infections (sealloses),
notamment des fiévres typhoides et paratyphoidesgdstro-entérites et des toxi-infections
alimentaires collectives. Le principal mode de eamhation chez I'homme est l'ingestion a
partir de I'eau Salmonella typhsurtout), des aliments (produits laitiers, ceufgnee) ou

d'animaux familiers porteurs [17].

Elles peuvent aussi survivre dans le sol plusisemsaines, ou méme plusieurs mois si
les conditions de température, de pH et d’humisidst favorables (Hugues at, 1991).1I

existe deux types de salmonelles qui se distingselon leur pathogénie :

Les salmonelles typhiques dites « majeuresSalnfonella typhiet paratyph)
provoquant des septicémies.

Les salmonelles non typhiques dites « mineures sporesables d'intoxication

alimentaire (TIAC), de gastro-entérites et parfitessepticémies [1].
1-1-Transmission

-La contamination humaine se fait habituellement Ipagestion d’eau ou aliment

contaminé (Nauciel etl., 2005).

-La contamination des aliments peut aussi étreigiife@ humaine et liee a des
manipulations par un personnel porteur des salrfem@athologie oro-fécale) (Caillat al.,
2008).

1-2-Caractere bactériologique
1-2-1-Caractere morphologique

Salmonellaest une bactérie a Gram négatif en forme de bato(Mme&-1,5 x 2,0-5,0
um). Appartient a la famille des Enterobacteriacd@®SIA, 2012),la quasi-totalité des

salmonelles pathogenes pour I'homme appartiennentespece Salmonella enterica
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subspecies entericgui comporte plus de 2000 sérotygbgdet, 2007)lls sontgénéralement

mobile grace a leur ciliatures péritrichext pourvue de flagelles.
Cette bactérie est facultativement anaérobiegretible a la chaleur (Frobisher, 1976).
1-2-2-Caractére culturaux

Aprés 18-24h d’incubation sur un milieu gélosé,demnies formées sont larges ayant
un diametre de 3-4 mm, sont lisse de type « smodiB), et rarement rugueuses. Mais
certaines cultures donnent des colonies nainescasmnstant chez certains sérotypes

(Salmonella abortusovis, Salmonella typhi s(@@ouchene eal., 2002).

Les salmonelles sont des bactéries mésophiles; mdievent se développer entre +5°C
et+47°C avec un optimum de croissance autour d&736; se développent pour des valeurs
de pH situées entre 4.5 et 9 avec un optimum sargitautour de la neutralité (Stéphanie,
2003).

-Elles sont des bactéries capables de résister dandiéel mxtérieur et notamment les litieres

grace a leur résistance a la déshydratation.
-L’aspect muqueux des colonies ne se voit qu’aphésieurs jours.

-les salmonelles produisent des gazes aprés featrmntu glucose, elles sont prototrophes
(Bouchene eal., 2002).
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1-2-3-Caractére biochimique

Tableau 1: Caracteres biochimiques du genr8almonella (Gledel, 1996).

Tests Réaction Tests Réaction
Motilité + (1) +
Glucose avec gaz (2)
Réduction des nitrates + ) +
Mannitol
Oxydase - +
Maltose
Catalase + _
Lactose
Uréase - -
Saccharose
Indole - Dulcitol +
Production d’'HS + Salicin -
Utilisation du citrate + , -
Adonitol
Malonate de sodium - Tétrathionate réductase +
Croissance sur KCN - Lysine décarboxylase +
Rouge de méthyle + Arginine dihydrolase +
VP - Ornithine décarboxylase +
Gélatinase i Désamination de la i
phénylalanine
ONPG .

(1) saufSalmonella Gallinarum

(2) sauf les sérovars Typhi et Gallinarum

1-2-4-Caractére antigénique
Trés controversé, elle utilise comme critere lesicarps spécifiques lies a des

antigenes de structures tres variables.
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-La classification de Kauffman utilise I'antigene-QOantigene-H, et l'antigéne-Vi
(Dedet, 2007).

-Les Ag-O : ils sont au nombre de 67 numérotés-8t42etc.), polyosidiques, mis en

évidence par agglutination sur lame, ils sont sjpges de groupe.

-L’Ag-H : ceux-ci n’existent évidement que chez I8almonella possédant des
flagelles, ce qui est le cas tres géenéral. Perraeséparer les variant sérologiques, il est

biphasique.

-L’Ag-Vi (Ag-K) : il n'existe que chez trois varidrsérologiques Salmonella typhi,

Salmonella paratypht, Salmonella dublin.
-Il est rendu visible par agglutination, thermolabi
-les souches a Ag-Vi, ne sont pas agglutinabld’fagrO (Ferron, 1984).

- Présentent un coefficient de chargaff (G+C) de530{Bouchene etl., 2002).
(Annexe 1 : Tableau 2).

1-2-5-Physiopathologie

La physiopathologie des diarrhées aigués d'origantérienne permet de reconnaitre
différents mécanismes dont principalement la prtidocde toxine et/ou linvasion de la
mugqueuse digestive. Aprés ingestion d’une faibledafectant£10° bactéries), les bactéries
vont pendant l'incubation pénétrer I'épithéliumastinal en traversant les entérocytes par
transcytose pour atteindre la lamina propria oeselhduisent une réaction inflammatoire
intense avec afflux de monocytes dans le caSalmonella typhiou de polynucléaires dans
le cas des salmonelloses de toxi-infections alimiesg. Les bactéries atteignent la lamina
propria sans multiplication dans les entérocytésoat phagocytées par les polynucléaires
neutrophiles qui les détruisent dans le cas désoselles des toxi-infections, ou se
multiplient dans les monocytes dans le $afimonella typhipouvant ainsi disséminer dans le
sang, aprés passage par voie lymphatique. Danaslades toxi-infections alimentaire, la
diarrhée est due a la production de toxines LTritloéabile), de cytotoxines et a la réaction
inflammatoire intense a polynucléaires neutrophilggoduisant localement des

prostaglandines [1].

Ces toxines et prostaglandine entrainent en effetperte d’eau par les entérocytes et
une mal absorption de sodium. Le syndrome dysepigrse traduit par I'apparition assez

brutale d'un malaise général avec fievre a 39-4@f€,vomissements, mais surtout de
6
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douleurs abdominales diffuses; s'accompagnantaiféps et de ténesmes. Les selles sont
nombreuses, glaireuses, riches en polynucléairadpip sanglantes. Les formes graves
s'observent surtout chez le sujet affaibli, avesque de diffusion extra-intestinale de

l'infection -septicémie (AFSSA, 2002).

Les personnes les plus touchées sont les persappestenant au groupe dé®PI
(YoungOld-Pregnanttmmunodepressed) (ARSIA, 2012).

1-2-6-Diagnostic
» Diagnostic direct :

-Coproculture sur milieu spécifique : milieu SS po8almonella-Shigellaet milieu

d’enrichissement au sélénite.
-Hémoculture pour les fievres typhoides et paratyqbés.
-L’identification par la galerie APl 20E permet geéciser les especes 8almonella

-L’étude des Ag-O (somatique), H (flagellaire) et (¢apsulaire) permet de les classer en
sérotypes (Caillon etl., 2008).

» Diagnostic indirect :

-Le sérodiagnostic des salmonelloses n’est utile gquur les fievres typhoides et
paratyphoides.

-Il étudie I'évolution des anticorps dirigés contiee Ag-O et H des sérotypggphi, paratyphi
A et paratyphiB.

-Il est trés peu utilisé de part la présence dggmes communs avec des salmonelles mineures
(Caillon etal., 2008).

1-2-7-Pouvoir pathogene

Les salmonelles sont des bactéries entéropathogaraesves responsables de gastro-
entérites et de septicémies. Leur virulence estdiéne endotoxine située sur la paroi appelée

le lipopolysaccharide LPS (Ferron, 1984).

> Lafievre typhoide et paratyphoide (forme septicéng) :

Elles sont provoquées par quatre sérovarSalmonellastrictement humaingyphi et
paratyphiA, B ou C, antigéniqguement distincts mais de paupathogéne similaire. Le point
de départ de la maladie est une contamination .oAglees une incubation de 7-10 jours

7
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I'infection apparait progressivement, se carach@tipar une température ascendante et un
syndrome digestif. A la phase d’état le tableaund’'septicémie lymphatique est caractérisé
par une fievre et peut s’accompagner d'un état ujghds. Des complications peuvent
survenir : cardio-vasculaire (collapsus), digesti{bémorragies, perforation). Les formes
atypigues semblent de plus en plus fréquentes, agticylier liées a une antibiothérapie

inadéquate (Ferron, 1984).
> la forme digestive : toxi-infection alimentaire

Il s’agit de toxi-infection alimentaire consécutivé I'absorption d’'un aliment
contaminé par une souche 8almonellaLe diagnostic de salmonellose est particulieréamen
suspecté dans les formes collectives. Les souchegubllement responsables sont de
provenance humaine ou animale. Le maintien desealisncontaminés a la température

ambiante favorise la multiplication des germes r¢ier1984).

La toxi-infection alimentaire &almonelladébut plus tardivement (au moins huit
heures), et s’accompagne souvent de fievre, vomese et diarrhée rétrocédent
habituellement sans complication en deux a cingsjomais certains individus restent
porteurs deSalmonellapendant plusieurs mois. Les mémes typesSdkenonellaqui, chez
’'hnomme adulte, ne provoquent guere que des tdgEetions alimentaires sont capables de

provoquer un syndrome grave chez le nouveau-reéjetihe enfant (Ferron, 1984).
1-2-8-Traitement

> Traitement curatif :

Pour le traitement de la fievre typhoide, le chigpaénicol ou le cotrimoxazole sont
généralement actifs, en plus on peut utilisésllesdquinolones, ou des céphalosporines de

3*Megénération. Des rechutes a I'arrét du traitement gossibles (Ferron, 1984).

» Traitement préventif :

L’hygiene des aliments et des eaux, de dépistepdeteurs sains et de pratiquer la
vaccination, ce vaccin contenant des bactériessta@partenant aux trois sérotyggphi,

paratyphiA et paratyphiB (Ferron, 1984).
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2-Shigella

Les Shigella sont des entérobactéries a tropisme exclusivemigeistif, [6], trés
proche deescherichia col(> 90% d’homologie) et GC% identiques (51%), (Buewe etl.,
2002), elles sont les agents d’'une maladie diajtieéaiguée dont la forme la plus compléete
est représentée par la dysenterie bacillaire (oshigellose). Ces bactéries pathogeénes
spécifiques du tube digestif, ne se rencontrentapgz 'homme. Elles sont responsables de

maladies interhumaines a partir des selles desdemlau des porteurs sains (Ferron, 1984).

2-1-Transmission

La contamination se fait par la voie digestive.ttamsmission interhumaine s’opere
facilement, car la dose infectante est faible. et étre directe, par les mains (oro-fécale),
ou indirectes par l'ingestion d’aliment ou d’eauntaminée. (Nauciel eal., 2005). De
grandes épidémies peuvent survenir lorsque deslag@ms importantes sont rassemblées

dans des mauvaises conditions d’hygiéne (Malvy5197
2-2-Caractere bactériologiques

2-2-1-Caractere morphologique

Ces bacilles a Gram négatif, sont immobiles, madmées de mouvements
pendulaires sur place [2], asporulés, non capsat¥p-anaérobie facultatif, appartient a la
famille des Enterobacteriacejg.
2-2-2-Caractere culturaux :

En 24h a 37°CShigelladonne des colonies de taille moyenne (2 a 3mmmdecet
brillantes. Cultive facilement mais en faible quentElles apparaissent :

-Sur BCP : bleues (lactose-).
-Sur Hektoen : vertes sans centre noir (lactos£s;)H
-Sur SS : incolores sans centre noir (lactosgsS-H5].

Ne survivent que quelques jours dans les eauxléesjlmais résistent plus longtemps dans

les selles [6].



Chapitre |

Etude &zdmonelles et des Shigelles

2-2-3-Caractere biochimique

Tableau 3 : Les caracteres biochimiques du genhigella (Hart T et al., 1999).

Test Réaction
Catalase Positif
Oxydase Négatif

Nitrate réductase Positif
Glucose Positif
Lactose Négatif

H.S Négatif

Uréase Négatif

VP Négatif

TDA Négatif
ONPG d

Gaz en glucose Négatif

LDC Négatif

Acétate de trabulsi Négatif (a)

Citrate de christensen Négatif

Indole d

(a) sauf variét&higella aigonenside Shigella flexneré

d : variable d’'une espéce a l'autre.

Tableau 4 : Diagnostic d'espece dezhigella (caracteres discriminants) [8].

Caractere | S.dysenteriae S.flexneri S.boydii S.sonne
ONPG D Négatif Négatif * Positif *
Mannitol Négatif* Positif (b) Positif * Positif
Indole Négatif * d d Négatif
oDC Négatif Négatif Négatif (c) Positif

* le plus souvent négatif, ou positif.

(b) sauf variét&higella aigonenside Shigella flexner#.

d : variable d’une espéce a l'autre.

2-2-4-Caractere antigénique

) seufShigella boydii.

Il nexiste pas d’Ag-H (immobile) mais elles peuvgrosséder, en plus de leur Ag-O

(endotoxine), un Ag-K d’enveloppe. Sur la spédificde leur Ag-O, et sur les caracteres

biochimiques (Ferron, 1984), I&higellasont divisées en quatre sous-groupes :

-Sérogroupe A oshigella dysenteriaede 1-15 sérotypes et le type 1 est le bacille de

shiga

10
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-Sérogroupe B o&higella flexneri de 1-6 sérotypes
-Sérogroupe C o8higella boydii de 1-18 sérotypes
-Sérogroupe D ofhigella sonnei 1 seul sérotype (O.M.S., 2008).
2-2-5-Pouvoir pathogéne
» Physiopathologie :

Le pouvoir pathogene des shigelles est principatértié a leur pouvoir d'envahir
I'épithélium rectal et d'induire une intense réatinflammatoire de la muqueuse, ce sont des
bactéries dites entéro-invasives [1]. Aprés pétiétrgpar voie orale (la dose infectante serait
de l'ordre de 10bactéries) lesShigellaenvahissent la muqueuse de la partie terminale de
I'léon et du gros intestin, puis pénétrent dassdellules intestinales par invagination de la
membrane (caractére invasif plasmidique) [17].

Les bactéries vont alors se multiplier dans lesules intestinales, les détruire et
déclencher un afflux de polynucléaires. Les fasteiécessaires a l'invasion sont codés par
Shigelles produisent une toxine cytotoxique quibehla synthese protéique. C'est une N-
glycosidase qui agit sur I'ARN ribosomale entraieeblocage de la synthese d'ARN
ribosomal. Cette toxine est produite a un taux irtgd. Seulement pa&8higella dysenteriae
sérovarl c’est pourquoi cette toxine est appelée toxineslhigaou shigatoxineou encore

vérotoxine. Elle provoque la destruction des capék intestinaux a l'origine de

manifestations ischémiques et hémorragiques [1].
» Clinique :

Aprés une période d’incubation d’'un a quatre joles, patients présentent en régle
générale :
-Diarrhée caractérisée par I'émission fréquentesalkes liquides peu volumineuses,

contenant du sang visible avec ou sans mucus.

- Des crampes abdominales et un ténesme et émelrefievre et 'anorexie sont

également courantes, mais ne sont pas spécifiques.

-Les patients peuvent cependant ne présenter gdiantée aqueuse aigué sans sang
ni mucus visible et sans les autres symptémes tdécrdessus, surtout au début de la
maladie. S’il y a déshydratation (O.M.S., 2008).

11
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2-2-6-Diagnostic
» Diagnostic direct :

La coproculture.

A la phase aigue, dans un contexte de diarrhéeegt® purulente et hématique,
I'isolement desShigellaest facile et confirme I'évidence cliniqgue. Dans t&s chroniques
I'isolement est plus difficile (Ferron, 1984).

» Diagnostic indirect :

Utilisé pour un diagnostic rétrospectif, le séragtiostic n’a que peu d’intérét (Ferron, 1984).

2-2-7-Traitement
» Traitement curatif
Il repose sur [l'administration d'antibiotiques (a&riliine, cotrimoxazole,

fluoroquinolones) et, si besoin, sur la réhydratafil 7].

» Traitement préventif :
La prévention est basée essentiellement sur lisehd des malades, la désinfection

des selles.

La recherche des porteurs des germes, et leuerraitt, et les mesures d’hygiénes
(Ferron, 1984).
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Les antibiotiques
1-Définition

On appelle « Antibiotique » toute substance natur@lorigine biologique élaborée
par un organisme vivant, substance chimique predpdr synthése ou substance semi
synthétique obtenue par modification chimique d'om@écule de base naturelle (Boulahbal
etal., 1986).

2-Propriétés
Les antibiotiques ayant les propriétés suivantes :
- Activité antibactérienne.
- Activité en milieu organique.
- Une bonne absorption et bonne diffusion dangfarsme (Bergogne at., 1995).
-Pouvoir d’étre administré par voie orale sans gait inactivé par les sucs gastriques.

-Toxicité sélectivité: il s’agit contre les cellglenicrobiennes et non les cellules de
I'héte, il faut que les sites sur les quels agisses antibiotiques soient propre aux bactéries,

ou trés différents entre les procaryotes et leamotes (Nicklin eal., 2000).
-Stabilité.
-Bonne tolérance.

-Absence de pyrogenes et de composés histaminigbesnce d'effets secondaires

sur les (tératogeneses), sérum, les hématies (heeat sur les leucocytes.

Cependant, malgré tout les recherches actuellempeuntsuivies aucun des antibiotiques
connus n’est absolument parfait (Simomlet1970).

Le r6le des antibiotiques c’est empécher la mutigplon des bactéries pathogenes
(bactériostase: CMI) ou entrainer leur destructfbactéricide: CMB) par une action au

niveau d’'une ou plusieurs étapes métaboliquesprdiables a la vie de la bactérie
(Lavigne, 2007).

CMI = Concentration Minimale Inhibitrice : c’est lplus faible concentration d'un

antibiotique capable d’inhiber completement la €sance bactérienne (Pequignont, 1975).

CMB = Concentration Minimale Bactéricide: la pluble concentration laissant moins de
0,02%de survivants d’un inoculum initial [7].
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CMB/CMI : > 2 : Antibiotiques bactéricides.

< 2 : Antibiotiques bactératsues [16].
3-Caractéristiques

Les antibiotiques se caractérises par :
-Une activité biologique élevée, avec de faiblecmmration.

-Une spécificité microbienne, que chaque antibisigposséde vis-a-vis d’'un certain
type de bactérie (Carli, 1983).

-Une absence de toxicité pour 'lhomme et pour Haadi

-Une absence d’action sur les virus (Benaichad.e2007).
4-Mode d’action des antibiotiques

Les antibiotiques agissent a I'’échelon moléculaweniveau d’'une ou de plusieurs
étapes métaboliques indispensables a la vie daclérie (Bergogne ai., 1995).
Deux grands lieux d’action : La paroi et le cytepiee (Lavigne, 2007).

lls agissent par :
e Toxicité sélective au niveau de la :

- Synthése de la paroi bactérienne.

- Membrane cytoplasmique.

- Synthése des protéines.

- Acides nucléiques (Lavigne, 2007).

e Inhibition compétitive : dans ce cas I'antibiotique est un analogue straktirinterfere

avec une fonction essentielle a la bactérie (Lavi@007). (Annexe 2 : Figure 1).
5-Principales familles des antibiotiques
La classification regroupe par famille des antilojoés apparentés par :
-Structure chimique.
-Mode d’action.
- Le spectre antibactérien.

14
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-La pharmacocinétique (Caillon el., 2008). (Annexe 3: Tableau 5), (Annexe 4 :
Tableau 6).

6-La résistance aux antibiotiques

La résistance bactérienne aux antibiotiques estarapp rapidement apres leur
introduction dans le traitement des maladies irdases. Cette résistance est un facteur
majeur compliquant le traitement des infectionstéraennes et la dissémination des souches
multi-résistantes (Yala etl., 2001). Un micro-organisme est considéré « ragistdorsque sa
concentration minimale inhibitrice (CMI) est plude¥e que celle qui inhibe le
développement de la majorité des autres souchda deéme espece (Sylvie, 2010). La
résistance bactérienne aux antibiotiques se caiseigar son caractere naturel ou acquis, son

mécanisme et son support géenétique (Yatd.e2001).

6-1-Résistance naturelle : constitutive

C'est une insensibilité aux antibiotiques, existattrellement chez tous les membres
d'un genre ou d'une espece bactérienne. Ellepiitie du patrimoine génétique normal du
germe (Yala eal., 2001).

6-2-Résistance acquise :

C'est l'acquisition de nouveaux génes capablenidre la bactérie insensible a un
antibiotique ou a un groupe d'antibiotiques. Ceveau géne peut étre obtenu soit par
mutation au niveau du chromosome qui est un phénemare (moins de 10% des cas), soit
par transfert d'ADN de plasmides conjugatifs ourdasposons (mécanisme le plus fréquent
prés de 90%) (Yala ., 2001).

6-3-Mécanismes de résistance :
On peut classer les mécanismes de résistanceiegitoapes (Flandrois at., 1988) :
6-3-1-Inactivation enzymatique :

Ces enzymes, produites par les bactéries, inattizaribiotique on le modifiant ou
on I'hydrolysant, c’est le mécanisme le plus sotivesponsable de la résistance plasmidique,

il concerne particulierement :
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-Les Béta-lactamases

Les pénicillinases ont pour substrat préférentides pénicilines G, les

aminopénicillines, les carboxy pénicillines et ledidopénicillines.

Les céphalosporinases hydrolysent principaléntes céphalosporines de premiere
génération (C1G) et certaines céphalosporines dende génération (C2G) mais aussi les
pénicillines G et les aminopénicillines (Flandreisl., 1988)

-Les enzymes inactivant les aminosides :

Les enzymes inactivant les aminosides sont cotiggtl intracellulaires, non
diffusibles, codées par un plasmide donc transfésalElles ne modifient I'antibiotique
gu’apres pénétration de ce dernier dans la cetlat#érienne. On les classe en trois groupes

en fonction de la réaction qu’elles catalysent :
-Aminosides phosphotransférases APH.
-Aminosides adémnylitransférases ANT.
-Aminosides acétyle transférases AAC
-Les phénicoles :

Une résistance plasmidique due a la production ed’yrchloramphénicol acétyle
transférases » est décelable chez certaines Eattéoles et parmi différentes especes
appartenant aux genre&daphylococcus, Sterptococces PseudomonagFlandrois etal.,
1988).

6-3-2- Résistance par diminution de la perméabilité

Pour qu’un antibiotique soit efficace, il faut dald qu’il pénetre dans la bactérie et
tout facteur altérant la perméabilité cellulairéluit une résistance. Ce mécanisme n’'affecte
pas les Gram positif car les antibiotiques diffuddsrement a travers le peptidoglycane qui
constitue la paroi de ces bactéries.

Chez les bactéries a Gram négatif, au contrairepdeiere constituée par le
lipopolysaccharides (LPS) de la membrane extemgps'se a la pénétration des antibiotiques
mais des porines, protéines formant les canauxngtéent le passage des molécules
hydrophiles comme les pénicillines, les céphalasgest les aminosides, les phénicoles ou les
tétracyclines (Yahi, 1997).
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6-3-3-Résistance par modification de la cible :

Pour qu’un antibiotique soit efficace, il faut dwk fixe a une cible dans la bactérie.
Si cette cible est remplacée ou modifiee de telmibre que I'antibiotique ne puisse plus s’y
fixer, la bactérie acquiert une résistance qui eatig’étend a toute une famille d’antibiotique
(Yahi, 1997).

-Modification des PLP :

Les protéines de liaison a la pénicilline (PLP)tsibes enzymes qui interviennent dans
'assemblage du peptidoglycane de la paroi. Latifixades B-lactamines inactivent leurs
fonctions enzymatiques. La bactérie, ainsi privégdroi, devient trés sensible aux systemes

antolytiques.

La résistance est due a la diminution d’affinitécds PLP, soit par augmentation de

leur production, soit par synthése de nouvelles &t.RBes faible affinité.

Ce type de résistance est surtout observé ch&tdehylocoques « meti R », chez les
Pneumocoques «de résistance anormale a la péeicill et plus rarement chez les

Entérocoques.

Il s’agit de résistance mutationnelles (Staphylamsy Entérocoques) ou acquise par

transformation (Pneumocoques) (Flandroialgt1988).
-Modification de la cible ribosomale :

Les ribosomes sont le lieu des synthéses protRidisepeuvent étre altérés dans leur

structure et leur fonctionnement par la fixationrdantibiotique.

Une modification de la cible ribosomale acquisempatation diminue I'affinité du site

de fixation de I'antibiotique et rend la bactémsistante.

Ce mécanisme est responsable de résistances aasytfihes, aux macrolides et
lincosamindes, au phénicoles, a la fucidine et plwmement aux aminosides (Flandroisket
1988).

-Altération de la synthése des acides nucléiques :

L’ADN gyrase est essentiel pour la multiplicatioe dADN, en paralysant son
activité, les antibiotiques de la famille des quomes ont un effet bactéricide. Des mutations

peuvent conduire a la production d’enzymes modifiésensibles a ces antibiotiques.
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L’ARN polymérase (transcriptase) est nécessaira syhthese des ARN messagers.
Les rifamycines bloquent I'action de cette enzyme.

Les résistances acquises par mutation sont dues groduction de transcriptase
modifiée.
L'acide tétrahydrofolique est un coenzyme indispbies a la synthese des acides

nucléiques. Ces résistances sont acquises pariomutat codées par des plasmides ou des
transposons (Flandrois &it, 1988).
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Matériel et méthodes

Cette partie portée sur la recherche et l'idergtfan desSalmonellaet Shigelladans

la coproculture, les prélévements des selles sanvtepir au laboratoire de microbiologie a

I'hépital Ibn Zohr de Guelma, soit du service infectieux ou des deslaexternes, sur une

période de cing mois allant du mois de décembi® 20avril 2013.

1-Prélévements

Tableau 7: Des informations sur les prélevements gparvenir au niveau de laboratoire.

N° Date Service Age Sexe Rensg |gnement Traitement D.ure de
clinique traitement
Douleur abdominale
1 | 17122012 | Hospitalisé|  22ans  Femelle ' UTPur@ - -
Fievre
e Diarrhée
2 24/12/2012 Hospitalisé 65ang Femelle - - -
Fievre
, Diarrhée
3 28/01/2013 Externe 5mois Male - - -
Fievre
. Diarrhée
4 30/01/2013 Externe 18mois Male - - -
Fievre
5 17/02/2013 Hospitalisé 36and Male Diarrhée 'AI‘:E(;);: 4 jours
Fievre Cloroforme
6 22/02/2013 Hospitalisé 26ang Male Diarrhée : 4 jours
: 69/j
Douleur abdominale
Diarrhée
e Fievre Ampiciline .
7 4/03/2013 Hospitalisé 75ang Male Asténie 1g/4h 3 jours
Anorixie
e . . Ampicili .
8 18/03/2013 Hospitalisé 70ang Male Diarrhée rrl[;l/cirl]ne 3 jours
9
1/04/2013 Hospitalisé 74ans Femelle Diarrhée aiguée - -
Ampiciline
10 2/04/2013 Hospitalisé 56ans Male Diarrhée fébrile 69/l . 1 jours
Flagyl 15g/j
11 8/04/2013 Externe 5 mois Male Diarrhée fébrile - -
12 | 24/04/2013 Hospitalisé 19 ans Male Diarrhée aiguée - -

(-) Absence de traitement.
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2-Protocole de la coproculture

2-1-Contextes

A-contexte standard :

La Coproculture ou examen bactériologique des selese a diagnostiquer les

diarrhées d’origine bactérienne.
L’étiologie bactérienne varie en fonction de I'age
* Adulte et enfants de plus de 02 ans :

EssentiellementSalmonella, Shigella, vibrigmais égalemenCampylobacterspp

Yersinia enteocolitica, Aeromonas, bacillus cerétisstridium.
*Enfants agés de moins de 02 ans :

Réalisation d’'une coproculture standard (mémesebas) avec en plus recherche des
Escherichia coli entéropathogéenés. coli GEI : responsable de gastroentérites infantiles)
[11].

B-contextes diagnostiques particuliers :

» Diagnostic bactériologique des toxi-infections aitaires.

» Diarrhées post antibiotique.

» Détection de colonisation par des bactéries médiistantes (BMR).

» Recherche de bactéries particulieres (dépistagbalesries entéropathogenes chez

les employés de cuisine ; recherche de porteuns s@salmonellg [11].
2-2-Modalités de prélévement des selles
Prélever les selles :

» Par émission directe dans récipient stérile oufaudéres propre.
» Par écouvillonnage rectal surtout chez les jeuné&més : introduire dans le rectum du

malade un écouvillon stérile et essayer de ramenmaaximum de selles.

Les prélevements qui ne peuvent parvenir au labioeadans un délai de 2 heures doivent

étre obligatoirement mis a +4°C s'ils ne sont passdun milieu de transport. S'’ils ont été
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placés dans un milieu de transport on peut évdatueht le garder dans un endroit frais mais
pas plus de 24heures [11].

2-3- Examen du prélevement
2-3-1-Examen macroscopique et mise en suspension :
Noter I'aspect macroscopique de la selle :

» la constance (solide ; diarrhéique ; en eau de riz)

» la présence de glaires, de pus, de sang : chaiesiezones.

A) Si le préléevement n’est pas dans un milieu de pamsle mettre en suspension dans 'eau

physiologique

- Lorsque la selle n’est pas liquide prendre uneeatt@sle la selle et préparer une suspension

homogéne dans de I'eau physiologique ou eau édistiltérile.

- Lorsque la selle est liquiderélever un volume correspondant a la moitié d’pipette

Pasteur et la mettre dans de I'eau physiologique.

B) Si le prélevement parvient en milieu de transpbst/ffit de bien agiter le tube pour mettre
en suspension [11].

2-3-2 — Examen microscopique direct :

A L’état frais ou apres coloration, dans le cassikes liquides, cet examen est
important pour orienter les cultures [11].

» Etat frais :
Technique :
-Déposer une goutte de lugol sur une lame bieraikigre.
-Ajouter une noisette de selle et mélanger.

-Recouvrir avec une lamelle et observer a I'objectD.
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Intérét :
-Mobilité caractéristique /levures/hématies/paessit
-Leucocytes :

v" Présence des leucocytes : diarrhée a germes iseasiSalmonellaspp Shigellaspp
Campylobactespp
v' Absence des leucocytes : diarrhée a germes entérotignes ex Vibrio cholerae,

Clostridium difficile.

Cependant, dans certaines diarrhées a bactérisivega la présence de leucocytes n’est

pas toujours constante [10].
» Coloration de Gram :

C’est la coloration de références en bactériolo(fiEmis etal., 2007), elle permet de
diviser le monde des bactéries en deux groupeBcist mais certaines bactéries peuvent
présenter un Gram variable, cette coloration peremeigénéral d’apprécier la pureté des
souches bactériennes avant toute identificatiotafitaes, 2007).

Le protocole est le suivant :
-Préparer un frottis d’'une culture bactérienne pure
-Recouvrir le frottis de violet cristal oxalatéjdser agir 1 minute ; rincer a I'eau distillée.
-Verser du lugol et le laisser agir pendant 1 n@nuincer a I'eau distillée.

-Décolorer a l'alcool a 95°, entre 15 et 30 secagmifsxcer a I'eau distillée.

-Recolorer avec de la safranine pendant 10 a 3thdec, rincer a I'eau distillée. La safranine
peut étre remplacée par de la fuchsine de Ziehédiau 1/100 (Delarras, 2007), 30 seconde a
1 minute (Denis edl., 2007).

-Sécher entre deux feuilles papier filtre (DenisleR007) puis au-dessus de la flamme d’'un

bec Bunsen.
-Observer au microscope a I'objectif X100 a imnaarsi

Avec cette coloration double, les bactéries Gpasitif apparaissent en violet foncé

tandis que les bactéries Gram négatif sont cola@gesse (Delarras, 2007).
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Intérét :

v Aprés coloration I'examen du frottis permet d’ampeé le pourcentage des deux types
tinctoriaux bactériens.

v" Une flore équilibrée est composée majoritairemenbadcilles a Gram négatif, mais
avec toujours présence de bacilles a Gram posidite perturbation notable de cet

equilibre doit étre signalée. [11]
2-3-3-Mise en culture

Il existe de nombreux milieu d’isolement et d’ehigsement pour la mise en évidence

des bactéries entéropathogénes a partir des Eelles
2-3-3-1- les milieux de culture utilisées :

» Gélose Hektoen :

La gélose Hektoen est un milieu sélectif petamttles isolements et différenciations
des entérobactéries pathogenes a partir des pnédéne biologiques d’origine animale, des
eaux, des produits laitiers et des autres prodiliitsentaires. Elle est également utilisée dans
le domaine de la santé animale dans le cadre derleerche des salmonelles. Ce milieu est
particulierement adapté a la culture &sgella.ll évite 'envahissement par |é&oteus.Le
principe de lecture est fondé sur la fermentatioenéelle des 3 glucides présents dans le

milieu (lactose, saccharose, salicine).

Les microorganismes qui fermentent au maduns ¢’'entre eux forment des colonies de
couleur «<saumon», les autres donnant des colonmsed ou vertes. En présence de
thiosulfate de sodium, les microorganismes produstde sulfure d’hydrogéne donnent, avec

le citrate ferrique, des colonies a centre noirr@al etal., 1982).
Principe :

L’inhibition de la flore a Gram positif est due a présence des sels biliaires qui
peuvent également inhiber Iégérement la croissdaapielques souches de microorganismes
a Gram négatif.

La forte concentration en lactose favorise la Jisadon des entérobactéries en
évitant le probleme des fermentations tardives. &eses glucides ont été introduits afin
d’assurer une différenciation plus performante etréduire la toxicité engendrée par les

indicateurs colorés.
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En présence de thiosulfate de sodium, les micrmisgees producteurs de sulfure
d’hydrogéne réduisent le citrate ferrique ammodiatae manifestent par un noircissement
du a I'apparition de sulfure de fer au centre ddsrues.

Le systeme d’indicateurs colorés, composé de béebrdmothymol et de fuchsine
acide permet de colorer en jaune orangé les eratéid@ies lactose positif et en bleu vert les
lactose négatif (Bensouilahat, 2012).

= Gélose SS:

La géloseSalmonella-ShigelldSS) est utilisée pour l'isolement des salmonetiedes
shigelles dans les produits alimentaires ainsi daes les autres prélevements (d'origine
animale, par exemple) susceptibles d’en contepigsaenrichissement préalable.

Les Salmonellaqui ne fermentent pas le lactose présentent d&mies incolores,
transparentes, avec ou sans centre noir (produdtity®).

LesShigellasont incolores. Les coliformes présentent des oesomuges Ou rosées.

Les colonies suspectes seront repiquéegdéose de kligler ou TSI en vue de leur
identification ultérieure (Marchal el., 1982).

Principe :

La gélose SS est un milieu modérément sélectifiohilbition des microorganismes a
Gram positif est due a la présence de sels b#iade vert brillant et de citrate de sodium.

Les concentrations élevées en citrate et thiosulfde sodium limitent le
développement des coliformes et évitent I'envalniesd du milieu par leBroteus

La fermentation du lactose en acide est révelégrésence de rouge neutre, par la
formation de colonies rouges. Les microorganisnaetose-négatif présentent des colonies
incolores.

En présence de thiosulfate et de citrate ferritgge microorganismes producteurs de

sulfure d’hydrogéne donnent des colonies a cemtire(Bensouilah eal., 2012).
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Tableau 8: la couleur des colonies isolées a partir des géles8S et Hektoen (Rodier et

al, 2009).
Gélose La couleur des colonies Especes
Enterobacter, Klebsiellaet autre coliformes tels
Rouges )
E.coli
Incolores, centre noir Salmonellaa H,S', proteusvulgariset mirabilis
Salmonellaa H,S, Shigella, Serratia, Hafnia,
Gélose S§ Incolores transparentes .
Alkalescens, Morganella morganii ;
Colonies a centre orangé Proteusrettgeri, Providencia
Citobacter freundien réalité seul le centre noir es
Rouges, centre noir visible d’ou confusion aveSalmonelly, Salmonella
arizona(méme remarque).
Jaune saumon E.coli, Citobacter, Klebsiella, Enterobacter, Sdrsa
Gélose | Jaune saumon, centre noir Citobacter freundii, Proteus vulgaris
d’'Hektoen| Bleues ou vertes, centre o
_ Proteus mirabilis, Salmonella.
noir
R Shigella, Providentia, Morganella morganii, Porteu
Bleuatres ou vertes . o
rettgeri, Salmonella H,S.

[92)

Le bouillon sélénite-cystine est utilisé pour lehissement sélectif des salmonelles

Milieu d’Enrichissement : bouillon SFB :

dans les produits pharmaceutiques, le lait et leslysts laitiers, les autres produits

alimentaires, ainsi que dans le domaine de I'edii [1

Principes :

- La teneur en sélénite permet d'assurer l'inhilbitdes microorganismes autres que

les salmonelles et notamment des coliformes eed&Esocoques. Ld3seudomonast les

Proteusne sont pas totalement inhibés.

- Le phosphate disodique contribue a assurer latieaidu pH et a réduire la toxicité

du sélénite afin d’augmenter la capacité de réaijér du milieu [14].
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2-3-3-2-Recherche dessalmonella et Shigella
< Premier jour :
A-lsolement direct :

A partir de la suspension de selle, effectuer atement a I'aide d’'une anse de platine
ou (si le prélevement a été effectué par écouvibbge) a I'aide de I'écouvillon, sur une boite
de milieu Hektoen ou de milieu SSglmonella Shigellapour la recherche dgalmonellaet
Shigella: Hektoen direct ou SS direct.

B -Premier enrichissement :

A partir de la suspension du prélevement, prendredlume d’'une demi-pipette

Pasteur et 'ensemencer dans un tube de milieu(B&llon au sélénite) : SFB |.
Incuber les boites et le tube SFBI uai¢ & 37°C.
% Deuxiéme jour :
A-ldentification des colonies suspectes :

Pour Salmonella et Shigella :

Repérer sur les boites d’'Hektoen D (direct) le®o@s vertes avec ou sans centre noir
(colonies lactose saccharose négatif). Repiquenans 04 colonies sur milieu urée- indole.

Incuber les milieux urée-indole dans un bain-marg¥°C pendant 04heures :

Ceci permet d’éliminer le®roteusqui ont le méme aspect que I8almonellasur

milieu Hektoen mais sont urée positive (dans camatile de continuer I'identification).

Si aprés ce temps d’incubation 'urée un tube deefsin tube LDC et son témoin,

incuber tous les tubes y compris celui de l'urée omit a 37°C, a I'étuve.
B- Isolement et 2™ enrichissement (SFBII) a partir du I enrichissement :

A partir du tube de SFB |, effectuer un isolementmilieu Hektoen ou SS. (Hn I ou SS 1)
a l'aide d’'une anse de platine.

Un deuxieme enrichissement en ensemencant 5 ategaw SFB | dans un tube SFB II.

Incuber les boites et les tubes une nuit a 37°G dar étuve.
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% Troisiéme jour :

A. Identification compléte: des colonies suspeotgiquées la veille :
1. Identification des colonies lactose-saccharesmtif
Lecture des galeries ensemenceées la veille
» Sile TSI présente un culot noir {B) avec gaz pente rouge (Lac-) :

L'urée TDA et indole sont (-) et LDC (+) il s’agite Salmonella non typhoidiguzu de
Salmonella paratyph ou C.

Procéder a l'identification antigénique.

* Sile TSI présente un culot jaune sans gaz avemnaau hoir " aspect en moustache"
(parfois absence de noircissementSH ou HS-) et une pente rouge, Urée, TDA et

indole sont négatif et LDC positive : il s’agit 8almonellayphi.

Procéder alors a I'identification antigénique.

» Sile TSI présente un culot jaune avec gaz absdaceoircissement et une pente

rouge I'urée la TDA l'indole LDC sont négatifs ibgit de Salmonella paratyphA.
Procéder alors a l'identification antigénique poanfirmer le diagnostic;

* Sile TSI présente un culot jaune sans gaz ni issgment et une pente rose et que

I'urée la TDA et LDC sont négatif : suspicion 8higella
Préceéder alors a l'identification antigénique.
% Quatriéme jour :
Repérage et identification des colonies suspeetesuvées sur Hektoen direct.

Un test de sensibilité aux antibiotiques est efféqtour chaque souche isojéé].
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Le protocole expérimental et les différentes étapegies sont présentés dans la figure ci —
Apres :

Selles
» Examen direct : état frais- Gram
» Suspension
» Culture
Jo HNd SFBI
J1 Lecture HNI (SS 1) SFB
(Identification+antibiogramme) l
NP Lecture HN I (SS 1)
(Identditton+antibiogramme)
J3 Lecture—» résultat négatif
(Identdioon +antibiogramme)
k\h Bactérigéropathogene j

Figure 2: Etape d’'une coproculture standard (recheche de :Salmonella, Shigella.)
HN : Hektoen.
SFB : bouillon sélénite.

SS : milieuSalmonella Shigella.
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2- 3-4- Recherche des caracteres biochimique

2-3-4-1-La galerie APl 20 E

La galerie API 20E est un systeme pour I'idecdifion des entérobactéries et autres
bacilles Gram (-), utilisant 20 tests biochimigsendardisés et miniaturisés, ainsi qu’'une

base de données (Bensouilalalet2012).

Principe :

La galerie APl 20E compote 20 microtubes contenalds substrats sous forme
déshydratée. Les tests sont inoculés avec suspebaaérienne qui reconstitue les milieux.
Les réactions produites pendant la période d’intobase traduisent par des virages colorés

spontanées ou révélés par I'addition de réactifs.

La lecture de ces réactions se fait a 'aide dietabde lecture et I'identification a été
faite sur I'’Api Wed™ BioMérieuxt (Bensouilah eal., 2012).

Technique
Préparation de la galerie :

Réunir fond et couvercle d’'une boite d’incubatiamépartir de I'eau dans les alvéoles

pour créer une atmosphere humide.
Déposer stérilement la galerie dans la boite diiation (Bensouilah etl., 2012).

Préparation de I'inoculum :

Faire une suspension bactérienne, dans une amgewaspension medium ou dans
un tube d’eau distillée stérile, d’'opacité Iégévecaune seule colonie prélevée sur un milieu
gélosé (Bensouilah at., 2012).

Inoculation de la galerie :

 Remplir les tubes et les cupules des tests: CIP, GEL avec la suspension
bactérienne.

* Remplir uniquement les tubes des autres tests.

« Créer une anaeérobiose dans les tests : ADH, LDCC,AQORE, HS en remplissant
leur cupule d’huile de paraffine.

* Refermer la boite d'incubation et la placer a 387endant 18 a 24 heures
(Bensouilah eal., 2012).
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Lecture :

Noter sur la fiche de résultats toutes lesti@as spontanées.

Si le glucose est positif et/ou si 3 tests tus pont positif : révéler les tests nécessitant
I'addition de réactifs (Bensouilah at, 2012).

Test VP : ajouter une goutte de réactifs VP1 et VP2. Atterau minimum 10 minutes. Une

couleur rose franche ou rouge indique une réagisitive.

Test TDA : ajouter une goutte de réactif TDA. Une coulewarmon foncée indique une

réaction positive.

Test IND : ajouter une goutte de réactif de kovacs. Un anmeuge obtenu en 2 minutes

indique une réaction positive (Bensouilatakt2012).
2-3-5-Méthode de diffusion sur gélose (Antibiogramm)

Matériel:
» Géloses Mueller-Hinton
» Disque d’antibiotiques [9].
Méthode:
» Mise en culture des souches d’entérobactéries @deesur milieux usuels
» Préparation d’'une suspension bactérienne a 0.5 Mkciel en eau physiologique
» Dilution au 1/100 de la suspension bactérienne

» Ensemencement sur gélose Mueller-Hinton par inamalaiu €écouvillonnage; séchage

15 a 20 minutes
» Dépot des disques d’antibiotiques.
» Incubation 18 a 24 heures a I'étuve a 37°C [9].
La lecture :

Apres incubation, on mesure le diametre de lee adimhibition autour de chaque
disque d'antibiotique. Cette mesure est ensuiterpnétée en termes de sensibilité,

intermédiaire ou résistance (Carbon, 1998).
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Tableau 9: Tableau de lecture : Valeurs critiques ds diametres des zones d’inhibition et

pour entérobactéries (Rahal etl ., 2011).

o ) Diametres critiques
Antibiotique testés Charge
Date de (mm)
_ des ] .
Nomination _ péremption
code disques R I S
communes
AMP Ampicilline 10pg 15/11/2013 <13 14- 16 >17
Amoxicilline /acide 20/
AMC _ 30/12/2012| <13 14-17 >18
clavulanique 10ug
CRO Céftriaxone 30ug <19 20-22 > 23
IPM Imipenem 10pg <19 20-22 > 23
CIP Ciprofloxacine 5ug 15/06/2013 <15 16-20 >21
CS Colistine 15/07/2013
Trimethoprime / 1.25/
SXT 30/05/2013| <10 11-15 > 16
Sulfamethoxazole | 23.75ug
AMX Amoxicilline
Ccz Céfazoline 30ug 15/07/2013 <19 20-22 > 23
FOX Céfoxitine 30ug 15/06/2018 <14 15-17 >18
CTX Céfotaxime 30ug 30/05/2018 <22 23-25 > 26
NAL Acide nalidixique 30ug 15/06/20183 <13 14-18 >19
CN Gentamicine 10ug 15/06/2014
C Chloramphenicol 30ug 30/06/2013 <12 13-17 >18
CFM Céfixime 15/03/2013
FOS Fosfomycine 200png  30/06/2014 <12 13-15 >16
R : résistant S: sensible | : intermédiaire
Interprétation:

Il'y a présence d’'une BLSE ou « bouchon de champagsi la zone d’inhibition de la
pousse bactérienne est élargie entre le disque @Adf le disque de Céfotaxime ou
Céftazidime (effet de synergie) ou d’AZT [9].
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% La disposition des disques :

Le choix de la position des disques sur I'antibbmgme permet d’observer des images
caractéristiques de synergies ou l'antagonismeedes molécules, ou qui permettent de
révéler certains mécanismes de résistance : testydergie entre I'amoxicilline, acide
clavulanique et la ceftazidime, et/ou le céfotaximt/ou le ceftriaxone, et/ou aztréonam dans
le secteur en regard de la zone de la diffusionl’aéde clavulanique. L’inhibition de la
Béta-lactamase restaure l'activité et le diaméwelal céphalosporine de™™8 génération.
Dessinant une zone d’inhibition en forme de « bouatte champagne » (O.M.S. ,1971).

< Entérobactéries et Béta-lactamines :

Les Entérobactéries sont classées en 4 groupesnetioh de leur sensibilité naturelle

(phénotype sauvage) aux béta-lactamine suivantes :
-Aminopénicillines

- Aminopénicillines + inhibiteur dg —lactamases (IBL)
-carboxypénicillines

-Uréidopénicillines

-céphalosporines |

- céphalosporines I

- céphalosporines I

Groupe | : Ecoli, P. mirabilis, Salmonellapp,Shigellaspp.
Groupe Il :K.pneumoniae,K .oxytoca,L .malonatica ,citrobacteersus
Groupe Il :EnterobactessppSerratiasppProviddenciaspp

Groupe IV :Yersinia enterocolitica
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Tableau 10: Groupe 1 des entérobactéries et les bdactamines (Rahal etl., 2011).

Phénotype Pénicillinase Pénicillinase BLSE
sauvage bas niveau haut niveau
Amino-P S R R R
AminoP+IBL Sou (R) R
Carboxy-P S R R R
Uréido-P S S Sou(R) R
CIG S S S ou (R) R
ClIG S S Sou(R)
CllG S S S

Légende 1 :Céfoxitine S,S-SensibleR-Résistant.

2-3-6-Sérotypage
Le sérotypage d8almonellaconsiste, grace a des réactions d'agglutinatitiveac

directe sur lame, a:

- Identifier les antigenes O de ces bactéries afidéterminer le groupe auquel elles
appartiennent

+ Puis identifier les antigénes H afin de déetermprécisément le sérovar [12].
> CONDUITE DU SEROTYPAGE
1% étape test en eau physiologique

« S'il n'y a pas agglutination, la souche n'est pés-agglutinable et on peut poursuivre

le sérotypage.

« Sl y a agglutination, la souche est auto-agghlila. Il faut la repiquer et

recommencer le sérotypage.
2éme

étape:recherche de l'antigéne d'enveloppe avec l'antisé&fi

« S'iln'y a pas d'agglutination, poursuivre le sgrage.
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« S'il y a agglutination, on s'oriente vers les sascbusceptibles de porter I'antigéne Vi:
S. typhj S. paratyphiC, S. dublin Détruire I'antigéne Vi par chauffage 10 min a

100°C pour poursuivre.

3éme

étape:détermination du groupe par identification desgames O majeurs

« Tester d'abord les antisérums O mélanges: OMA eBOM

o Si agglutination dans OMA (inutile de tester OMB Isigglutination est
franche): conclure que la souche appartient adasigroupes O:2(A), O:4(B),
0:9(D), O:3(E), O:21(L).

o Si absence d'agglutination dans OMA, tester OMBe agglutination avec
OMB permet de conclure que la souche appartiehinades groupes 0:8(C),
0:11(F), O:13(G), 0:6,14(H).
« Tester ensuite les antisérums mono- ou divalentsroae de fréquence des groupes.
o Si agglutination dans OMA:

= Rechercher d'abord I'antigene majeur du groupe(B)4donc tester

I'antisérum O4,5 (seul antisérum commercialis€)

= Puis rechercher, en l'absence d'agglutinationtigame majeur du

groupe 0:9 (D1) avec l'antisérum O:9

= Puis rechercher, en l'absence d'agglutinationtigame majeur du
groupe 0:3,10 (E1) avec l'antisérum O3, 10,15

= Puis rechercher, en l'absence d'agglutinatiomtigane majeur du

groupe O:2 (A) avec l'antisérum O1,2.
o Siagglutination dans OMB:

= Rechercher d'abord I'antigéne majeur du groupg(@28C3) en testant

I'agglutination dans le sérum O8

= Puis, si nécessaire, tester le groupe O:7 (C1) lave&rum O7.
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4°ome étape:détermination du sérotype par identification detiggnes H

Tester les antisérums H adaptés au groupe détepréeédemment en testant la phase 1 puis

la phase 2 (phase 1 la plus fréquente) :

= Sérums H mélanges testés en fonction des antigepessibles

= Puis sérums H monovalents en fonction des résudegsmeélanges H et dans l'ordre

de fréquence des sérovars [12].

35



Chapitre llI Matériel et méthodes

1-vérifier que la souche n’est pas auto-agglutieabl

I:> Tester la souche en eau physiologique

\ Positif

2-Déterminer le groupe Réaliser un neligolement

Négati

Et recommencer
> Rechercher les Antigénes O majeurs en testant

D’abord les antisérums O mélanges « OM »

/ l \

OMA + OMB + OMA — et OMB -
Le groupe est A, B, D, E Le growseC, F, G
OulL OuH l
:> Tester les antisérums mono, di Reattesr I'antigene
Ou trivalents en les essayant dans d’enoppe
L’ordre de fréquences de groupe :> Tester la souakiec
(Tableau Kaufman) nigsérum Vi
| ,, l
GroupeB:antiO 4,5 Groupe Ci@n6, 7,8 Si agglutinable :-orienterver
Groupe D :antiO 9 S.typhi, S. paratypi@ ou
Groupe E : anti O 3, 10, 15 S. dublin
Groupe A:antiO 1, 2 - éliminer I'Agi en chauffant
\ Une partie de la culture 10
3- Déterminer le sérotype au sein du groupe minute a 10°c
|::> Rechercher les antigénes H en utilisant les antisgr - Recommencer le sérogroupage

Les mieux adaptés au groupe en suivant égaleroeartd

De fréquence des sérotypes et en commencant phasz 1.

Figure 3: Conduite de sérotypage deSalmonella [13].
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Tableau 11: Sérogroupes dépistés par les Sérums @ugges et liste des sérums
<monospécifiques> permettant la détermination préise du sérogroupe¢Rahal et

al.,2011).
Antigenes D Sérum pour
Sérum la Facteurs O Autres
. détermination Groupes Sous Groupes| facteurs O ou
Mélange de des groupes el commun VI présents
Dépistage group P
SOus groupes
1.2 A 2 i1
[4.9 B 4 1Y5.12 27
o] D 9 D1 1712V
D2 46
D3 1.12.46.27
OMA |3.10.15 | E 3 El 10
10 E2 15Y
15 E3 151,34
1.3.19 E4 1.19
L 21
[6.7.8 | C 6.7 ou C1 6.7. VI
7 6.8 ou Cc2 6.8
8 8 C3 8.24"
o} 6.7.14Y
OMB
11 F 11
13.22.23 G 13 G1 1%.22
G2 1™.23
6.14.24 H (2?.14 (2)1.24.25
OMC SR
OMD Qaw «© «©
XAz @ @
OME 51 a53
OMF 54 a 59 © ©
60 & 63 2 ©
OMG 65 2 67

W Facteur lié & une conversion bactériophagidue:]

@ Non précisé.

Batterie de sérum minimale.
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Chapitre IV Résultats et discussion

Résultats et discussion

Durant notre période d’étude 220 échantillons tédiad@alysé comme une coproculture
standard ou trois especes bactériennes éth#nadees systématiquement : Balmonella
les Shigella et lesEscherichia coli responsables de gastro-entérites infantilesaqQd
prélevement a été subi un examen macroscopiquexamen microscopique et une mise en

culture sur des milieux sélectifs.

Onze souches dealmonellaet une souche dghigellaont été isolé, identifié a I'aide
de la galerie APl 20E et confirmé par la sérologigs on a évalué leurs résistances aux

antibiotiques par un antibiogramme.
1-Aspect macroscopique des selles et examen microsicpe

On coprologie I'examen microscopique avec coloratast remplacé par I'étude
microscopique a I'état frais.

Le tableau suivant représente I'aspect macroscepitjles résultats d'’examen a I'état
frais des coprocultures positifs.

Tableau 12 : Aspect macroscopique des selles et e microscopique.

N° Aspect macroscopique Examen direct Coloration de Gram
1 | Selles diarrhéiques Leucocyte (+++), hématieBacille Gram négatif
(+++4)
2 | Selles diarrhéiques Leucocyte (++) Bacille Gram négatif
3 | Selles normal RAS Bacille Gram négatif
4 | Selles normal RAS Bacille Gram négatif
5 | Selles normal RAS Bacille Gram négatif
6 | Selles diarrhéiques Levures (++) Bacille Gram négatif
7 | Selles lIégerement diarrhéiquésevures (++), Kyste Bacille Gram négatif
Giardia
8 | Selles diarrhéiques Levures (++) Bacille Gram négatif
9 | Selles diarrhéiques RAS Bacille Gram négatif
10 | Selles diarrhéiques liquide Leucocyte (++) Bacille Gram négatif
11 | Selles diarrhéiques Leucocyte (+++) Bacille Gram négatif
12 | Selles diarrhéiques Leucocyte (++++), Bacille Gram négatif
sanguinolentes glaireuses Hématies (++)

RAS : rien a signaler.
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Les observations des états f nous ont révélé une présence majoritaire de leties
et des hématies, cgui es probablement due a une infection par un germe ihvaks

Salmonellasp, Shigellasp, ou Campylobactesp.

La présence des levures considérée comme un signediséquilibre de la flore intestir
2- Test biochimique AP 20E»

Toutes les souches de salmonelles et de sts sont été identifiégzar la galerie API 20!

Figure 5 : Résultat d’API 20E deShigella.
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3-Etude sérologique

Les souches identifiées sont confirmé par la s§re.

Tableau 13: Etude sérologique des salmonell.

N° Sérumpolyvalen Sérum monovalent Le group:

1 OMA+ 0:4,5 Salmonellade groupe (O: 4,5)
2 OMB+ 0:6,7,8 Salmonellade groupe C (O:, 7,8)
3 OMA+ 0:4,5 Salmonellade groupe B (O:,5)
4 OMA+ 0:4,5 Salmonellade groupe B (': 4, 5)
5 OMB+ 0:6,7,8 Salmonellade groupe ' (O : 6,7, 8)
6 OMB+ 0:6,7,8 Salmonellade groupe CO : 6, 7,8)
7 OMA+ 0:4,5 Salmonellade groupe B (O:,5)

8 OMA+ 0:4,5 Salmonellade groupe B (O:,5)

9 OMA+ 0:4,5 Salmonellade groupe B (O:,5)
10 OMA+ 0:4,5 Salmonellade groupe B (O:,5)
11 OMA+ 0:4,5 Salmonellade groupe B (O:,5)

Les ®rovars fréquentssc: O :4,5et0:6, 7,8

Figure 6 : Le pourcentage des groupes de salmonel dans la région de Guelm.
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4-Repiquage

Nous awns repiqué les souct sur gélose nutritive afin des purifier

Figure 7 : Repiquage des souches sgglose nutritif.
5-Antibiogramme
Douze antibiotiques ont été choisis selon les resandations de 'OM!

La souche N°8 présente une BLSE entre TAMC etT&

Figure 8: Résultat de I'antibiogramme de la souche N
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Figure 9: Résultat de I'antibiogramme de la souche N

Pour la confirmation de BLSE, on a effectuétest de synergie entre 'TAMC CRO,
eme

CTX, CAZ (céphalosporine de®™ génération « CllIG>), FEP (céphalosporine de
génération) et CIP, TIC.

Dans le secteur on regarde de la zone de diffudediacide clavianique. L'inhibition
de la béta-lactamasestaure I'activité et le diamétre de la céphalasgo Dessinant une zol

d’inhibition en forme de douchon de champac ».

Figure 10: Test BLSE négatif. Figure 1Test BLSE positif.

Les premieres BLSE rapportées dans la littératioacernaient desKlebsiella
pneumoniae,mais progressivement d'autres sortes d'entérobexctént été a l'origin

d'épidémies décriteen milieuhospitalier.
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En Algérie, une BLSE a été mis en évidence chez dmuches deSalmonella
entericasspenterica sérotype Senftenberg en 2005. Nos résultats ontipaussi de détecter
ce phénomeéne pour la premiere fois dans la régio@uklma. La détection de cette enzyme
BLSE chez les especes du geBamonellareste cependant un phénomene rare.

On les détectin vitro en testant cote a cote deux disques, une Céphailospte $M°
génération (C3G) et une association contenantadilé clavulanique. On obtient une image
caractéristique de synergie d'action en "bouchochdenpagne”.

Les résultats de La résistance aux antibiotigoes résumeés dans le tableau :
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Tableau 14: Résultat de I'antibiogramme (diametre mm, et le degré de sensibilité).

v

v

v

v

U

U

v

AMP | CZ |CTX | IPM [ CIP | CS C |AMC | FOX |CFM |[NAL | GN |FOS | SXT | Commentaire
DI|C D |C|D |[CD|C|Dl|C DI |C DI DI|C|DI |[C|DI|C DI [c D DI |[C DI [C
1|16 |R24/930|/930|s| 30 $15|9 10 18| S 30| S| 34 | 8| 22 18 12| 1 Beta"(i‘;tamas‘
Béta-lactamasg
2| 6 |R24|932/934|s| 36| $16|9 8 19| s 26| S| 32| 9 26 22 26| S (+)
3|6 |R16|R 34|39 26| S| 10| R15| § 24 16| 1| 24/ 930|9 6 12 32| $24|S
Béta-lactamasg
4| 6 |R20|1I 32| s| 28| $15|9 6 12| R30|S|32|9 6 23 26| 3 (+)
Béta-lactamast
5| 6 |R20|1|26|9 28| S| 20| $17|9 6 16/ | 30| &6 26 22| 3 (+)
6 R15|R 30| 936| S| 10| R17 |9 25 17| 1| 26| g 30 6 12 32| $25|S Beta"("j‘r‘;tamas‘
7 R16 | R31|932| S| 6| R16| 9 28 17| 1| 32| 9 30 6 R 12 38| $26|S
Q Q @
8 | 6 6 |R 12|R30| S| 28 $16| 9 29 20| 9 28| s| 22 6 | R 26 30| $26 (S| g ey
0|18/ 9235 28/926| S| 24| $16|9 26 24| 322/ s|28|9 6 22 24| $24|S Beta"z;tamas‘
10/ 6 |R22[1/30|932|s| 26/ $21|9 6 16| 1| 6| 5/ 36|9 6 24 36| $28| S Beta"(i‘;tamas‘
11| 6 |R14|R 34|39 30| s| 12| R19| 9 30 18| S24|s|30|9 6 13 34| 827|s
1216 |R 221 36 6 | R| 30| $20|9 6 16| 1| 28] 936|939 6 22 36| $26| S
DI : diamétre d’'inhibition C : Catégorie clinique R : résistant S: sensible | : intermédiaire

Interprétation selon les normes CLSI (Clinicaldediory standards institue) 2011.
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100 1 91
90 -
80 -
70 -
60 -
50 - 41
40 -
30 -
20 -
10 ~ 0,8 08

Pourcentage %

§ PSS °§°§o+§ﬁ‘éw~” S (&

Antibiotiques

Figure 12 Le pourcentage de résistance des salmonelles kigelles dans la région de

Guelma.

Le phénotype sauvage des souchesSalmonella spp etshigelle spp est caractérisé
par une sensibilité a la totalités antibiotiques actifs sur leatérobactérie

Les salmonelles et shigelles considérer comme agtgties les plus sensible aux |-

lactaminesleurs souches sauvages sont sensil’ampicilline [18].

Les entérobactéries ont une capacité évidente wBacqget d'échanger des geét
porteurs de facteurs de résistance et la florestini@e fournit une extraordinaire opportur
pour la circulation des informations génétiqueseshatéries [23].

L'augmentation de la résistance chez les bactpaas étre attribuée a l'usage abl
des antibiotiqgues. Cependant, les bactéries dansirbnnement naturel. Peuvent hébe
des genes de résistance dérivés de l'utilisationedemédicannts chez les humains et |
animaux [31].

Ainsi de nombreuses bactéries appartenant a laléades Enterobacteriaceae se
révélent résistantes aux aminoglycosides, aux-lactamines, au triméthoprime et

chloramphénicol...etfl18].

Nos résultats coirfnent que les bactéries de I'intestSalmonell; et Shigelld sont

résistantes. Cette résistance est surtout impe pour les antibiotiques suiva :
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Ampicilline (91%), Acide nalidixique (83%), Chlorgshénicol (50%), Céfozoline (41%),
Ciprofloxacine (33%) et Gentamicine (25%).

La multirésistance des salmonelles et shigelldéésodans notre étude, concerne des
antibiotiques couramment utilisés en médecine wetiée et humains, en particulier : AMP
qui sont aussi employés dans le traitement derdiftés infections bactériennes chez les
humains. AMP c’est un béta-lactamine, la résistatesbactéries a ce antibiotique revient a
une résistance enzymatique c.-a-d. la productienbé¢éa-lactamase enzyme qui hydrolyse le
cycle béta-lactame des béta-lactamine [20].

La résistance aux Acide nalidixigue et Chlorampbéni peut étre due au
dysfonctionnement ou la perte de l'une des poruegpeut entrainer une imperméabilité de
ces antibiotiques (Lavigne, 2007).

La résistance de céphalosporines ne touche queartegens molécules (CZ:
céphalosporine de™igénération).

La famille des quinolones sont aussi touchés paréfastance bactérienne, cette
résistance au peut étre traduite par un effluxf apti touche les molécules hydrophile
(Ciprofloxacine) [20].

L’inactivation enzymatique des aminosides (Gentamic est réalisée par

modification enzymatique de I'antibiotique (Boukaza, 2006).
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6-ETUDE STATISTIQUE

L'étude statistique s’est portée sur 7140 prélevente coproculture analysée par
laboratoire de bactériologie médicale de I'héglbn Zohr— Guelma durant la période janv
2008 jusqu’a avril 2013, les résultats de I'étudesont révelé la présence de 78 infect
parSalmonellaet 28 parShigelle.

Les analyse statistiques a éfait surlogiciel WHONET 5,6.Ces analyses sont basée:
la prévalence de la maladie, la distribution pafese calasse d’agevariation saisonniéres,
groupe de microorganismes, et a la résistance r@ibiaiques.

» La prévalence des salmonelloses et shigells

Entre 2008 et trm1 2013, le tad’infection par les salmonelles eslshigelles dans la
région de Guelma subi une baisse importa (figure 13).

BN de copro

® N Copro-Positif
@ Salm

® Shig

Figure 13: Prévalence des salmonelloses et shigellc.

La prévalence deéchantillons pitifs a Salmonellaou aShigella a été décelé dans
1,44% des coprocultureSalmonellaa été détectées dans 1%6des coprocultures, p
contreShigellane représente que 0,3¢
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6-1-Etude desSalmonella

La distribution en fonction de I'a¢ du sexe et de la saison correspond aux tend;

observées.
Tableau 15: Hude de la prévalence, distribution par sexes, etgp classe d'age:

Prévalence Sexe Classe d’ages
Annces| ~ Nbr de Nbrdu | \1aie | Femelle | <5| 620 | 21-35| 36-50] 2L &
coproculture | Salmonelle: plus
2008 1428 12 6 6 0| 6 2 4 0
2009 1753 24 12 12 2| 1 12 2 7
2010 1128 6 4 2 1 1 0 3 1
2011 1397 18 10 8 1] 3 3 4 7
2012 1218 8 3 5 1 1 2 0 4
Trml
2013 216 9 8 1 2 1 2 1 3
Total 7140 78 44 34 7| 14 21 14 22

6-1-1-Le pourcentage delistribution par sexe

Emal

m femelle

Figure 14: Le pourcentage de distribution de salmonellose par se.

Cesrésultats indiquent une prédomina d’infection masculin@vec un pourcentage
de 56,41% que deéminin qui représente 43,5¢

Salmonellose ethigellose sont des maladies des mains saksmales sont les pl
exposeé puisqu’ils fréqueent beaucoup plus les fastoodet les restaurations collectifs

I'absence compléete d’hygién
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6-1-2-Lepourcentage de distribution pai classes d’age

30 - 26,92

28,2
25 -
20 - 17,94 17,94
15 -
8,97
10 -
<5

06 - 20 21-35 36-50 5l1etplus

Pourcentage %

Classes d'age

Figure 15: Lepourcentage de distribution de salmonellos par tranche d’age.

La distribution parclasst age montre quees nourrissons et les jeunes enfa< 5ans)
ne représentent que 8,97 % ca ont un régimealimentaire non diversif donc le risque
d’infection est faible pour cette classe d'. Par contre chez les adolescent-20ans), le
nombre enregistré reste pratiquant proche de lmipre tranche d’age ¢ similaire a la
tranche d’age (360 ans) qui comporte la population habitudes alimentaire la plus sta

En contrastela classe d'age (--35 ans) montrées taux les plus élevés d'infectiol
Salmonellasont caractérisé par une population dont les hadstalimentaires non régulie
probablementelatif & leurprofessionnelle.

Un deuxiéme pic est visible chez les plus de 51 hes taux plus élevés signa

chez ce groupe d'ageurraien s’expliquer par I'affaiblissement deur systéme immunitaire.
6-1-3-La répartition saisonniéres par gioupes des salmonelles

La répartition saisonniére pour chaque group«Salmonellaest mentionnée dans le
(Tableau 16).
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Tableaul@ La répartition saisonniere par groupes de:Salmonella.

Code Microorganisme Nbr /. Hiver | Printemps | Eté | Automne
Grb SalmonellaGroup B (O:4 16 20,5 3 7 1 5
Grc | SalmonellaGroup C (C-C4, C2-C3) 13 16,6 3 4 2 4
Grd SalmonellaGroup D (D1, D2, Dz 16 20,5 14 2
Xtp | Salmonella, norFyphi/nor-Paratyphi | 33 42,3 2 7 14 10

Total 78 100 8 18 31 21

> Répartition saisonnieres desalmonelles

35

I /N
/N

20

N° des souches

10

/I.S
15 / —Salmonellose
/s

HIVER PRINTEMPS ETE AUTOMNE

Saisons

Figure 16: La répartition saisonniére de salmonellos.

La fluctuation du nombre d'infectionsSalmonellaau cours de la période d’é(juin-
aout) était principalement due au facteur de tempésati contribué a la dégradation
contamination des aliments males conservées duwaiae de froid pendant ces mois n’est
respecté. Cettpériode de I'annéaccueil leplus grand nombre de tc infection alimentaires
collectif allant méme au stade d’épidémies. Ces facteurgerédéplus des maeurs et habitu

des gens, par exemplenariages, déces, colonies de vacances.
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» Pourcentage de distributicns par groupes des salmonelles

Les tendances sur 06 ans pour les principaux gsodg Salmonelli sont présentées au
(Figure 17).

45 - 42,
40 -
35 A
o\o 30 -
S
g 25 - 20,5 20,5
S 20 - 16,6
3
a 15 - I
grc grd xXtp
Groupes

Figure 17: Le pourcentace de distribution des salmonellepar groupe.

Selon le graphe 42,3'des infections sont causée par &asmonellasp qui sont des
salmonelles non typhion paratyphi qui peut étre une souche de grougminu ou peut étr
des souches isolé pendant les premiéres annéesdel’'@u le manque de sérum ¢
salmonelles.

Les groupes les plus fréquents dans la région @dn@@usont Groupe, ¢ et d avec
une similarité entre elle20,5%, 16,6% et 20,59

6-1-4-La résistance aux antibiotique

Notre étude edhasée sur la surveillance de la résistance aubiaingues pendant le
six derniere années 2008-m1 2013, pour mieux comprendre I'évolution deeeésistance
on a divisé I'étude sur de: le premier dans la période 202810 sur 46 souche, et
deuxieme dans la période 2(-Trm1 2013sur 32 souche de salmonel

On a choisi six (6) antibiotiques slon la recommandation de I'ON: ampicilline,
céfatoxine, acide nalidixique, ciprofloxacine, Timethoprime/Sulfamethoxazol,
chloramphenicol.
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Le nom d’antibiotique avec leur code, les valeuitguies, le nombre de souche, et le

pourcentage de résistance et de sensibilité sotmbmmé dans les tableaux 17, 18, 21, 22.

Micro-organizme = grb,gre.ord.stp =46 Souches)
| Mantrer les colonngs cachées

Tableau 17: Les valeurs de résistance aux antibigtiies chez les salmonelles

« Annéez008/2009/2010 ».

Code Nom de l'antibiotique V.al_eurs Nbr des %R | %l | %S Nb'f des

critiques | Souches Patients
AMP | Ampicilline 14 - 16 46 21,7 | 0 | 78,3 46
CTX |Céfotaxime 23-25 46 0 0 100 46
NAL |Acide nalidixique 14 - 18 46 32,6 | 13 | 54,3 46
CIP | Ciprofloxacine 16 - 20 46 6,5 |10,9| 82,6 46
SXT | Trimethoprime/Sulfamethoxazole| 11 -15- 46 17,4 | 0 | 82,6 46
CHL | Chloramphenicol 13-17 46 13 0 87 46

s

AP CTH MAL ZIP SHT CHL
Antibiotiques

Figure 18: La résistance aux antibiotiques chez lesalmonelles
« Année : 2008/2009/2010 ».
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Micro-organisme = gbgre.grdstp =31 Souches)
| Mantrer les colonnes cachées

Tableau 18: Les valeurs de résistance aux antibigfiies chez les salmonelles

« Annéez011/2012/ Trm1 2013 ».

Code Nom de I'antibiotique V'al.eurs Nbr des %R | %l | %S Nb': des

critiques | souches patients
AMP | Ampicilline 14 - 16 32 71 0 29 32
CTX | Céfotaxime 23-25 32 0 0 | 100 32
NAL | Acide nalidixique 14 -18 32 77,4 0 |22,6 32
CIP |Ciprofloxacine 16 - 20 32 38,7(16,1|45,2 32
SXT |Trimethoprime/Sulfamethoxazole | 11 -15- 32 9,7 0 |90,3 32
CHL |Chloramphenicol 13-17 32 25,8 0 |74,2 32

1004

AP CTH AL ZIP SHET ZHL
Antibiotiques

Figure 19: La résistance aux antibiotiques chez lesalmonelles

« Année : 2011/2012/Trm1 2013 ».

Au cours de six derniéres années, les antibiotigd@B, NAL, CIP, CHL enregistrés
une augmentation de la résistance, par contrabiatifue CTX reste sensible.

L'utilisation fréquente de I'ampicillinéaire parvenir a une grande évolution de
résistance, de 21,7% vers 71%, et la méme chosd’acide NAL, CIP, et CHL.

Pour SXT, on constate une dégression de résistmderdre de 17,4% vers 9,7%,

cela traduit par deux hypotheses :
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-Parmi les causes soulevées aupres I'équipe médiea infectiologues de I'hopital
Ibn Zohr, ces dernies traduit cette baisse detadgie a I'SXT par la non prescription de cette
antibiotique depuis un certain temps, c’est pouwi qoujours selon leur avis un changement
dans les habitudes de prescription, marqué parréhdiutilisation de cette antibiotique.

-une autre hypothese dite qu’il y a un remplacentesst souches sensibles a I'SXT,
autrement dit les souches fréquentes dans la premériode de I'étude sont des souches
résistantes génétiquement due a l'utilisation deiatiques a tours et travers chez certains
éleveurs de volaille ou le risque de consommaties Wiandes blanche produites avec des
résidus des antibiotiques, I'arrét de l'utilisatid@ cette antibiotique chez les éleveurs conduit
a un remplacement des souches sensibles traduihpatiminution de la résistance de I'SXT.

Alors que les normes algériennes J-O 35-98 intéadisésence des antibiotiques dans

les viandes, le laitier crus.
6-2-Etude du shigelles

La distribution en fonction de I'agey sexe et de la saison correspond aux tendances
observées dans le passé pBhigella.

Tableau 19: Etude de la prévalence, distribution pasexes, et par classe d’ages.

Prévalence Sexe Classe d’ages

Annges| ~ Nbrde - Nbrdu |0 | romelle| <5 | 6-20 | 21-35] 36-59 >t &

coproculture | Shigelles plus
2008 1428 6 3 4 0 0 1 0 6
2009 1753 4 3 0 0 2 1 0 0
2010 1128 5 4 2 1 2 1 0 2
2011 1397 8 4 4 2 0 2 1 3
2012 1218 5 3 1 0 0 1 1 2
Trm1l
2013 216 0 0 0 0 0 0 0 0
Total 7140 28 17 11 3 4 6 2 13
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6-2-1-Le pourcentageale distribution par sexe

mMale
u Femelle

Figure 20: Le pourcentage de distribution de shigellospar sexe.

Le secteur représente une grande dominance des 68IEL% par rapport au femel
39,28%.

6-2-2-Pourcentage dealistribution par classes d’age

50 A 46,42
45 A
40 -
35 -
30 -
25 A 21,42

20 1 14,28
15 +~ 10,71
<5 6

Pourcentage %

7,14

-20 21-35 36-50 51 et plus

Classes d'age

Figure 21: Le pourcentage de distribution de shigellosg@ar classe d’ag.
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Chapitre IV Résultats et discussion

Le pourcentagdée plus élevé 46,42% est enregistré chez la tradtage 51 et plus,
qui inclus les gens d’'un age r et les veillasses qui caractérisé par un systéemeuimtaire
faible.

La tranche d'age21-35 enregistré un pourcentage 21,42% qui reprédanttasse

d’agela plus actif et moins stab

6-2-3-La répartition saisonniéres par groupes des shigelles

Tableau 20:La répartition saisonniere par groupes des shigelles.

Code | Micro-organisme | Nbr /A Hiver | Printemps | Eté | Automne

Shc Shigellaboydii 1 4,5 1

Shb Shigellaflexner 8 31,5 2 2 1 3

Shd Shigellasonne 6 19,5 4 2

Shi Shigellasp 13 44 5 2 1 5
Total 28 100 12 4 2 10

» Répartition saisonniéres deshigelles

14
12 12

10 \ 10
N\ /

: AN /
NG e
~/

2

Nbr des souches

HIVER PRINTEMPS ETE AUTOMNE
SAISONS

Figure 22: Larépartition saisonniére des shigelle.

Autrefois les maladies a transmission hydriqueigtridéiques sont reconnues com
des maladies a prolifération estivale, mais acuosdint, cette notion est déférée par I'as

climatique decertaines régiol.
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Chapitre IV Résultats et discussion

Les précipitations importantes augmenteront leugsdfinondation dans beaucoup
secteurs du monde. Les inondations peuvent augnanggosition humaine aux microb
pathogenes, car il y des contaminants dans cesdesu un mauvais systel
d’'assaimssement qui étaient les principales causes dedim [19].

» Pourcentage ddlistributions par groupes des shigelle

Les tendances sur 06 ans pour les principaux gsotg Shigelle sont
présentées au (figL 23).

45 -
40 -
35 - 31,5
30 -

25 1 19,5
20 -
d

Pourcentage %

15 -
10 -

A
(0]

shc shb sh

Groupes

Figure 23: Le pourcentage de distribution des shigell¢ par groupe.

6-2-44 a résistance aux atibiotiques chez les shigelles

Les antibiotiques tels que la ciprofloxacineofloxacine, la lévofloxacine o

I'azithromycine sont employés pour éradiquer leganismesresponsables de la dyseiie
bacillaire
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Chapitre IV

Résultats et discussion

Micro-orgarisme = shi,sha,shb.shd.shi [n=12 Souches)
| Montrer les colonnes cachées

Tableau 21: Les Valeurs de résistance aux antibiatues chez les shigelles

« Annéez008/2009/2010 ».

Code Nom de I'antibiotique V'al.eurs Nbr des %R | %l | %S Nb'f des
critiques Souches patients
AMP | Ampicilline 14 - 16 12 83,3 | 0 |16,7 12
CTX | Céfotaxime 23-25 11 0 0 100 11
NAL | Acide nalidixique 14 -18 12 0 0 100 12
CIP |Ciprofloxacine 16 - 20 12 0 0 | 100 12
SXT | Trimethoprime/Sulfamethoxazole 11-15- 12 50 0 50 12
CHL | Chloramphenicol 13-17 12 25 |16,7]| 58,3 12
100
a0
B0
% ]
407
a0}
o ; ;
AMP CTH ML CIP ST CHL

Antibiatiques

Figure 24: La résistance aux antibiotiques chez leshigelles

« Année : 2008/2009/2010 ».
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Chapitre IV Résultats et discussion

Micro-organisme = shi,sha,shb.shd shi [n=16 Souches)
| Mortrer les colannes cachées

Tableau 22: Les Valeurs de résistance aux antibigues chez les shigelles

« Années 1202012 /Trm1 :2013 ».

Code Nom de I'antibiotique V'al.eurs Nbr des %R | %l | %S Nbf des

critiques | Souches patients
AMP | Ampicilline 14 - 16 16 87,5| 0 |12,5 16
CTX |Céfotaxime 23-25 16 0 6,2 193,8 16
NAL |Acide nalidixique 14-18 16 0 0 |100 16
CIP  |Ciprofloxacine 16 - 20 16 0 0 | 100 16
SXT |Trimethoprime/Sulfamethoxazole| 11 - 15- 16 62,5 |12,5| 25 16
CHL | Chloramphenicol 13-17 16 50 [18,8(31,2 16

100
a0
G0

a0

. L]

AP CTH ML ZIP SRET ZHL
Antibiotiques

Figure 25: La résistance aux antibiotiques chez leshigelles

« Année : 2011/2012/Trm1 2013 ».

La chimiothérapie AMP, SXT, CHL sont des molécudesiennes par rapport aux
antibiotiques CTX, NAL, CIP, I'observation démontrgec notre étude a permet de constate
les shigelles ou peut développer un géne de rasistau fil des années ce qui est contraire
avec les molécules récente c.-a-d. de nouvellergtoe.
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Conclusion

Conclusion

Les salmonelles et les shigelles sont responsatdesnombreuses pathologies
infectieuses  allons méme aux stades d'épidémie. résistance aux médicaments
antimicrobiens constitue une préoccupation quitexasl’échelle mondiale et elle a un effet

considérable sur la santé humaine et animale.

Notre travaille consacré a I'étude de la résistanceantibiotiques des souches isolé a
partir des selles durant la période de stage ameétude rétrospective entre janvier 2008 -
avril 2013 basé principalement sur [I'évolution e résistance aux antibiotiques des

salmonelles et shigelles dans la région de Guelma.

Nos résultats confirment que les salmonelles etshegelles, sont résistante a un
antibiotique et plus. Ces résistances sont sumaportantes pour les antibiotiques suivants :
Ampicilline, Acide nalidixique, Chloramphenicol, 2&zoline, Ciprofloxacine et Gentamicine.

Les pourcentages de résistance les plus importaetsies salmonelles ont été obtenu
par ordre décroissant avec les Acide nalidixigi&4%), Ampicilline (71%), Ciprofloxacine
(38,7%), Chloramphenicol (25,8%), Trimethoprimel{&uethoxazole (9,7%).et chez les
shigelles : Ampicilline (87,5%), Trimethoprime/Sathethoxazole( 62,5%), Chloramphenicol
(50%).

Donc on doit tirer sur la sonnette d’alarme pounateer la résistance de certaines
souches de salmonelles et shigelles en vers labiddigjues les plus utilisé et plus

commercialisé (ampicilline).
Il serait intéressant de sélectionner un nombre mprésentatif de souches de

Salmonelles et shigelles, et la répétition de revail devrait permettre dans I'avenir d'évaluer

I'impact de la propagation des bactéries résistantela santé publique.
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Annexe

Annexe 1
Tableau 2 : Classification antigénique du Salmonedk (schéma de kauffmann-white) (Ferron, 1984).
Antigéne H
Groupe Sérotype Antigenes O Vi
Phase 1 Phase 2
A S. Paratyphi 1,212 a
S. Paratyphi B 1,4,5, 12 B 1,2
S Wien 4,12 B Y
S Typhimurium 1,4,5,12 I 1,2
B
S Essen 4,12 Gm
S Coeln 4,5,12 Y 1,2
S. brandenburg 4,12 E, v E, h, 2,15
S. paratyphi 6,7 C 1,5
C
S cholerae suis 6,7 C 1,5
S. montevideo 6,7 G.m.s
+
S. bareilly 6,7 Y 1,5
S. newport 6, 8 Eh 1,2
G
S. bovismorbificans 6,8 r 1,5
S. typhi 9,12 D
+
S enteritidis 1,912 Gm
D
S. dublin 1,912 Gp
+
S panama 1,912 L,v 1,5
S meleagridis 3,10 Eh Lw
Ex
S anatum 3,10 Eh 1,6
S newington 3,15 Eh 1,6
=
S binza 3,15 y 1,5
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Annexe2
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Figure 1 : Les différents modes d’actio des antibiotiques(Lavigne, 2007).
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Annexe 3

Tableau 5 : Les principales familles d’antibiotiques (Perronne, 1999 ; Chibani eéal., 2007).

Classification des antibiotiques

Famille, groupe et sous-

Exemples de molécules

Spectre d’activité

groupe Dénomination commune internationale
Pénicilines PENICILLINE G Pénicilines G
naturelles Benzathine-Pénicillines
PENICILLINE V Pénicillines V
Pénicilines PENICILLINE M Oxacill
synthétiques Cloxacilline
Céphalosporines Aminopénicillines | Amoxicilline
Carbapénémes | Carboxypénicilloines | Ticarcilline
Uréidopénicilline Pipéracilline
° Monobactam | Amidinopénicilline | pivmécillinenam _
£ L er s | _ leur spectre est large, i
= Péniciline+ 1" generation Céfadoxil ) _
8 . BMe £ Ao 3 . . agissent sur les cocci Gra
S Inhibiteur des | 2° génération Céfuroxime-axétil _
= i SME 2 x 3 ) (+) et (-) et les bacilles Grar
% béta lactameasgs3  génération Céfotaxime )
+).
@ Ceftazidine
Cetriaxone
Imipénme-Célastatine
Aztrionam
Amoxicilline+acide
clavulanique
Ticarcilline+acide
clavulanique
Pipéracilline+tazobactam
] Ces antibiotiques ont u
Erythromycine ) i
) _ spectre relativement  étro
Macrolides Josamycine o _
T _ limité aux germes suivant|:
n 9 Roxythromycine o
LS ) _ cocci a Gram (+) et (-)
5 5 Azithromycine _ R
5 2 i ) ) ) bacilles a Gram (+) et (4
s = Licosanidessyr- Clarithromycine ] ]
= o ) ) totalement inactifs sur le
gistiques Clindamycine i .
o ) entérobactéries et
Pristinamycine
pseudomonas.

it

sur
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Suite Tableau 5 : Les principales familles d’antibdtiques (Perronne, 1999 ; Chibani eél., 2007).

Classification des antibiotiques

Famille, groupe et sous-

Exemples de molécules

Spectre d'activité

a

£S

bacilles a Gram (-), les cocci

Gram (+) les amibes.

groupe Dénomination commune internationale
Le spectre daction des
(%]
3 o aminosides est large, agissent
'S Gentamicine ] ]
8 o sur les cocci et les bacilles (1)
> Nétilmicine )
2 o (sauf les streptocoques) cogci
k= Amikacine ) R
= et bacile a Gram ()
< .
mycobactéries.
Le spectre d’'activité est large
) ) avec une résistance fréquente
o Tétracycline . ) ) _
£ Tétracycline agissant sur les bacilles
S naturelle i i .
%) i . Oxytétracycline Gram (-) et autre bactéries, |
g Tétracycline _
@ . Doxycycline Gram (+) sont souvent
= synthetique . ) .
résistant, les bacilles & Gram
(+) et les cocci a Gram(-).
1% génération (Fluroquinolones) Acide nalidixique Limité aux bactéries a Gram
2°™ génération Norfloxacine () a 'exception de
Ofloxacine pseudomonasa er oginoses.
® Péfloxacine
(O]
S Ciprofloxacine
© .
% Sparfloxacine
o Rosoxacine
Levoflexacine
Moxifloxacine
Lomefloxacine
Le spectre d'activité des
nitrofuranes est large, utilisé
U) .
Q dans le traitement des
IS
= Nitrofurantoine infections urinaires ou
o
'% intestinales en agissant sur les

[$7

Imidazolés

Métronidazole
Ornidazole

Tinidazole
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Suite Tableau 5 : Les principales familles d’antibdtiques (Perronne, 1999 ; Chibani eél., 2007).

Classification des antibiotiques

Famille, groupe et sous-

Exemples de molécules

Spectre d'activité

groupe Dénomination commune internationale
lls ont un large spectre
* g o) o d’action, mais actuellement i
v = 5 Sulfadiazine ) o )
2 o g o ) se dit plus réduit en agissant
E 2 35 Triméthoprime N
= o 9 ) sur les cocci a Gram (+) et
3 E 3 Cotrimoxazole o
= < Gram (-) et les bacilles a Gram
().
Le spectre d’'activité est tres
ﬁ . large en gobant les bacilles &
S Chloramphénicol _ R
‘= ) o Gram (+), les bacilles & Gram
@ Thiamphphénicol .
o (-) et les cocci a Gram (+) et
les cocci ().
® Le spectre d'activité est large
% Riphampicine elles ont une excellente
>
% Rifabutine activité sur les germes a Gram
@ (+) cocci a Gram (+) et (-).
Le spectre d’activité est limiteg
surtout utilisé comme
i:é_ antistaphylococcique.
g ) o Le spectre antibactérien
= Acide fusidique ) o
o naturel de I'acide fusidique
©
'g comporte essentiellement les
bactéries a Gram (+), les cocfi
aGram (-).
()
c
I
g Fosfomycine
@
o
e
Le spectre d’activité étroit
(%]
g réservé aux bactéries a Gram
§ Vancomycine (+) et principalement
§ Téicoplanine staphylocoques et
© entérocoques.
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Annexe 4

Tableau 6 : Les difféerents modes d’action des antibtiques et leur site[7].

Site Antibiotiques Action

Bétalactamines
Blocage du
Paroi Glycopeptides Peptidoglycane

Fosfomycine

Désorganisation
Membranes Polypeptides des structures
membranaires

Acide nucléiques Inhibition de la
ADN Quinolones réplication (ADN
gyrase)

Inhibition de la

ARNmM Rifamycines transcription (ARN
polymérase)
Cyclines
Protéines Aminosides
Macrolides

Inhibition de la

Lincosamides synthése des

Ribosome : SU 308 ,
Streptogramines

A

. - protéines
Ribosome: SU 505 AC|de,fu.5|d|'que
Phénicolés
Sulfamides Acide folique
Purines Acides

Thrimethoprime tétrahydrofolique
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Milieux de culture et réactifs

a) Milieux de culture:

Gélose nutritive

Pour 1 litre de milieu:

pH du milieu prét-a-I'emploi a 25°C : 7,4 + 0,2.

LN/ 0] (0 1 1= P 500
Extraitde viande.............cooiiiiiiii . 1,0 @
Extrait de levure. ... ... 20g
Chlorure de SOAIUM. .. e ie i e e e e 50¢9

Agar agar bacteriologique..........o.evviie e

Gélose Hektoen

Pour 1 litre de milieu:

= Peptone pepsique de Viande.........coviiiiiiiii i 1209
= Extrait autolytique de levure..........coooo i 3,09
T - (o 1 12049
B SACCNANOSE. ...vi it e e e e 12,0 0
B SaAliCINE. . . 2,0 0
= Selsbiliaires.......c.ooviiiiiii e .9,0 0
= Chlorure de SOiUm........oiiii e e e e 500
= ThiosulfatedesodiUm...........o oo 5,09
= Citrate ferrique ammoniacal.............ccoviiii i e 15¢g
= Bleu de bromothymol............coii i 65 mg
B FUCNSINE @CIAE... it e e e e e e e e 40 mg
= Agar agar bacteriologiqUe..........ouvveiieiie e e 13,59
pH du milieu prét-a-I'emploi a 25°C : 7,6 + 0,2.
Gélose SS
Pour 1 litre de milieu:
= Peptone pancréatique de Viande..........covieiieiieie i i e &0
= Extraitde viande...........cooiiiiiiiii e 220,00
B - (o 0 1] = PP 10,0 g
m Selshbiliaires ......ccovviiiii i . 8,D Q)
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Citrate de SOAIUM ... e e e e 10,0 g
Thiosulfate de sodium ...t e 8,59
Citrate ferrique ammoniacal .............ccccoiiiiiiiiiii e 109
ROUQE NEULIE ... e e e e e 25,0 mg

Vertbrillant ... 220,33 MG
Agar agar bacteriologique ........cccceeiviiiiiiiiii e 1509

pH du milieu prét-a-I'emploi a 25°C : 7,0 £ 0,2.

Gélose Mueller-Hinton

Pour 1 litre de milieu:

Hydrolysat acide de Cas€ine.............covcvvviiiiiiiieieiiieeeeen, 17,59
Infusionde viande.............c.oo i 2,0 g
Amidon soluble.............oii .15 0
Agar agar bactériologique............cocoeee i i 17,0 @

pH du milieu prét a 'emploi a 25°C : 7,3 £ 0,2.

Milieu TSI

Pour 1 litre de milieu:

BI85/ 0] (0 1< P 14049
Extrait autolytique de levure...........covii i, 30

Extraitde viande...............coooiiiiiiiiiic. 3,0 g

GlIUCOSE. .. e e e e e e 10g
LACIOSE .. n it e 10,09
SACCNAIOSE. .. . ittt e 10,09
Chlorure de sodium...........ccoooi i e 5,0 0
Thiosulfate de sodium.........cooiiiiii e 0,39
Citrate ferrique ammoniacal...............ccooiiiiiiiii i 0,39

Rouge de phénol ... e 24,0 Mg
Agar agar bactériologiqUe .........oouuveie i e e e 13,5¢g

pH du milieu prét-a-I'emploi a 25°C : 7, 4 £ 0,2.



Annexe

Milieu Urée-tryptophane

Pour 1 litre de milieu:

= L-Tryptophane ..........cccooviiiiiiii i
= Phosphate monopotasique................c.oeunecome
= Phosphate dipotassique...............ccooeviiieenn ..
= Chlorure de sodium ..........cooiiiiiiiiiiinans
B UM i
* Rouge de Phénola 1% .........ccovvviviinininnnns
 AICO0I A 95% .ovviii i

pH du milieu prét-a-I'emploi a 25°C : 6.7 = 0.2.

LDC

Pour 1 litre de milieu:

B XAl e IOVUI. .o e e e e e e e

B L-YSINE e

=  Glucose

*  Bromocrésol pourpre........cccoeveveeviieine i eens.

B Ethanol.......

. Chlorure de SOIUM ... e e e
pH du milieu prét-a-I'emploi a 25°C : 6.8 + 0.2.

Eau physiologique
Pour 1 litre de milieu:

=  Chlorure de sodium

pH du milieu prét-a-I'emploi a 25°C : 7.2 + 0.2.

Bouillon sélénite-cystine

Pour 1 litre de milieu:

B OTIYPIONE o
B LACIOSE . et
= Phosphate disodique ..........ccooiiiiiiiii

= Hydrogénosélénite de sodium ..........c.oooiiiiiiiiiiiiii e
B L-CYSHNE. e

pH du milieu prét-a-I'emploi a 25°C : 7,0 £ 0,2.

....................... 300



Annexe

b) Réactifs:

Réactifs de Voges Proskauer

VP1
=  Hydroxyde de potasSiUm.........c.oeuveiieiiiiin e 40 g
= Eaudistillée.........cocooiiiiiiii 2. 100 M

VP 2
= Alphanaphtol.........cooiiiiiii . 60
= Ethanol.......coooiiii e 2. 100 M

Réactif Kovacs

» Paradimethylaminobenzaldéhyde..........ccoeeeiiiiiinnnn. 509
= Alcool isoamylique........oeer i 75.0 mi
LI o (O G 4 P 25.0 mi
Réactif de Griess pour les nitrites
NIT 1
= Acide sulfalinique ...........cooiiiiiiiiii e eee...0.8 g
» Acide acetique 5 N.....coviiiii i, 100 mi
NIT 2
= N-N-diméthyl-1-naphtylamine.................c.ooevi v, 0.6¢g
» Acide acetique 5 N ... 100 mi
Réactif TDA
» Perchlorure defer......cooviii i 3,449

s Eaudistillée.......cooveoeie e 100 M
c¢) Colorants :

Violet de gentiane

= Violetde gentiane ..........oooiiiiiiiiiii 1lg
m Ethatol @ 9090 ...vvie e 10 ml
B O PRENOL. . 29

= Eaudistillée. ... i 100 M
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Lugol

» |odure de potassium
o EAUISHIEe. ..o

Fuschine
= Fuschine basique

= Alcool ethylique ..o



