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tout en respectant les normes NCCLS, afin d'avoir une idée de l'antibiorésistance dans cette 

région. 

- 	L'étude du support de cette résistance, par transfert et caractérisation des plasmides, ainsi 

que I'électrophorèse sur gel d'agarose nous a aidé à connaître la nature et les différents 

- 	groupes de ces plasmides de résistance. 



ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE 



Les principaux problèmes sanitaires rencontrés en élevage sont de type infectieux. Les 

flores microbiennes des sphères respiratoire et digestive jouent un rôle majeur sur l'état 

	

• 	sanitaire des animaux et leurs performances zootechniques. Un rapport étroit existe entre ce 

qu'il est convenu d'appeler le microbisme ambiant (le l'élevage, ces microflores, et la santé des 

	

- 	animaux. L'introduction d'animaux d'origine diverses représente un risque important 

d'implantation de nouvelles souches microbiennes pouvant modifier les équilibres de flores 

	

- 	dans un sens négatif, voire ouvrir la voie à des bactéries pathogènes. 

1/ Les maladies infectieuses aviaires et les germes responsables 

- Les salmonelloses de nombreux sérotypes différents sont responsables parmi lesquels 

(Who, rapport (le l'OMS) 

• S enierilidis 

• S Ivphiinurium 

	

- 	 • S ari:o,uw 

• S dublin 

- Les pasteurelloses dues a 

• I' niitllûcic/o (choléra aviaire) 

• P haernolviica 

• P galliiuiruni 

- Les staohvlococcies 

• Sw,rez,s 

• 	gcl/Ii/kl/ .11I?l 

• S puhlonun 

• 	S ,3/)/Ii!??lI1ïU/fl 

• S aihus 

- Les streptococcies 

• S progenes 

• S /mezun()niae 

• Sfaecalis 

- Coryza infectieux causé par Haeop/ziliis inflzwn:ae 

- Infections vitellines causées par PselIc/ol,?onusoL'nlginosa 



- 	-Typhose et pullorose (ou diarrhée blanche) qui sont causées respectivement par Salmonella 

gallinarziîn et Salmonella pulloriim. 

- 	-Entérite ulcérative causée par Clostridiuni sp. 

-Tuberculose aviaire causée par /viycobacleri:irn u viuin 
- 	

- Mvcoplasmoses dues a, 

• M gal/iseplicuni 

• lvi hyopnezinoniae 

• M synoviae 

2/ Les infections aviaires à E.coli 

- 	Les infections à E.coli chez la volaille de distribution mondiale sont devenues plus 

fréquentes et redoutables par les dégâts qu'elles occasionnent. Les pertes économiques sont 

- importantes à savoir mortalités, contre-performances et troubles divers de la reproduction: 

chute de l'éclosabilité, augmentation de la mortalité en coquille ou en boites les premiers 

jours. Ces infections à E.coli se placent actuellement au premier rang des pathologies aviaires 

fréquentes (Ainara et alt). 

Dans les années récentes, la colibacillose est devenue une importante maladie 

particulièrement des poulets de chair âgés entre 6 et 9 semaines et moins fréquemment des 

jeunes poussins durant la première quinzaine après l'éclosion (Amara et ail -Blanco et ail-

Emery et ail). 

L'incidence a augmenté avec i'introduction et le développement des méthodes d'élevage 

intensif, qui constituent certes, les conditions importantes de prédisposition. 

- 	En effet, les méthodes modernes d'élevages de poulet de chair, particulièrement en relation 

avec une ventilation inadéquate et un surpeuplement sont convenables pour le développement 

d'une infection à Eschericl:ia cdi et le transfert rapide de ce germe d'un oiseau à un autre. 

al Colibacillose respiratoire: cette maladie s'observe à tout âge, les sujets sont indolents 

et anorexiques présentant des symptômes respiratoires non spécifiques: toux, râle, jetage, 

sinusite. 

b/ Septicémies à E.coli: elles entraînent des lésions aiguës touchant, le foie, la rate, le 

rein et l'intestin, dues aux sérogroupes 01, 02, 08, 035, 078, très fréquentes chez les poulets 

de chair élevés industriellement. 

c/ Les formes génitales (la salpingite) : la salpingite peut résulter de l'infection de 

l'oviducte par l'un des sérotypes d'E.coli. On 'observe dés l'entrée en ponte. Chez les 
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poulettes, elle peut gêner le fonctionnement de l'oviducte et provoquer un passage de l'oeuf 

dans la cavité abdominale. 

dl Les omrhalites :Les bactéries envahissent les tissus par suite de mauvaise conditions 

de température et d'hygrométrie dans l'éclosoir la contamination des tiroirs de I'éclosoir 

contribue à la diffusion de la maladie. 

e/ Arthrites et sYnovites : les colibacilles peuvent surinfecter des maladies primitives: 

- Arthrites a réovirus 

- Synovite a A'fycoplasi??cl .vv,,oi'ic,e 

fi Granulomatose i E.coli: aflèction du tube digestif se traduisant par la formation de 

lésions granulomateuses des cacums, du duodénum, du mésentère et du foie de la poule. 

3/ Les antibiotiques utilisés clans le monde 

En élevage de rente, les antibiotiques ont tout d'abord une utilisation thérapeutique visant 

l'éradication d'une infection présente, ou la prévention d'une infection possible, à l'occasion 

d'un transport, d'une vaccination ou d'un stress. La voie d'administration la plus rapide pour 

traiter un grand nombre d'animaux, est l'eau de boisson ou l'incorporation dans l'aliment. 

A côté de cette utilisation thérapeutique, on trouve une utilisation propre à l'élevage de rente: 

- 	l'usage zootechnique (non thérapeutique). 

L'usage zootechnique d'antibiotiques apparentés à ceux employés en médecine humaine 

représente un risque considérable pour la santé humaine. Les animaux reçoivent de manière 

régulière et prolongée des closes non thérapeutiques d'antibiotiques pour favoriser leur 

croissance et améliorer la conversion alimentaire. L'utilisation d'antibiotiques, et notamment 

de pénicilline et de tétracyclines, représente jusqu'à 80% des antibiotiques employés dans 

l'agriculture (M.Bories). 

Dans de nombreux pays, la volaille, le bétail et les porcs reçoivent régulièrement de faibles 

doses de ces antibiotiques pour améliorer leur taux (le croissance et diminuer les quantités de 

nourriture nécessaires avant l'abattage. 

- 	Au niveau mondial, les familles (I'anhibiotiqucs utilisées en élevage sont souvent les plus 

anciennes, ce sont principalement les macrolides, pénicillines, fluoroquinolones et 

- 	céphalosporines (voir tableau N°: I) (Nadeau et aH). 

Dans le monde 90 % des antibiotiques produits et destinés aux animaux (27.000.t/an) seraient 

distribués par l'aliment, tous usages conlhndus (ticteurs de croissance, préventif, curatif). 
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- 	Ils sont utilisés à 20% chez les volailles. O 1 estime que la supplémenlation des aliments avec 

un additif de croissance (antibiotique ou chi ique) concerne: 

- 	-de façon quasiment systématique: clindo s (96 %), 

-de façon largement majoritaire : poulets de chair (68 %) (Roch), 

-de façon significative mais minoritaire : poules pondeuses (20 %). 

Tableau N ° 1 : Antibiotiques utilisés chez la volaille dans le monde 

Famille Antibiotique Utilisation 

Aminoglycosides gentamici ne Préventive 
neomycine Curative 

streptomycine Curative 
spectinomycine Curative 

Bacitracine Bacitracine zinc* Préventive 

Betalactarnines amoxicilline Curative 
penicilline Curative 

Cephalospori nes cefiiofur - Préventive 

Macrolides cryt hromycine Curative 
tincomycine Curative 
josarnycine Curative 

t ylosi nc * Curative 

Quinolones Enrofloxacine Curative 
Acide oxolinique Curative 

FlUméquine Curative 
Sarafloxacinc Curative 

Streptogramine Virgi n i amyc i ne* Préventive 

Sulf'amides iiiinethroprim-sult'a Curative 
su) fiquinoxaline Curative 

sulfadimidine Curative 

Tétracyclines tétracycline Curative 
chlortetracycline Curative 
oxytetracycline Curative 

\TB combinés Lincomycine/spcctinomycine Curative 

* Facteurs de croissance 
ATB : Antibiotique 
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L'utilisation des antibiotiques en médecine vétérinaire et dans la production animale suscite 

actuellement certaines craintes dans le grand public. li est évident que toute utilisation 

d'antibiotiques (médicale, vétérinaire ou phytosanitaire) (Bower) exerce une pression de 

sélection sur les bactéries concernées et. de ce fait, conduit à une escalade du problème 

d'antibiorésistance et à une menace à long terme (Corse). 

Des travaux scientifiques récents démontrent la présence de bactéries porteuses de 

- 	résistances dans certains produits laitiers et carnés, et suggèrent que les antibiotiques utilisés 

dans l'alimentation animale ou lors de traitements vétérinaires pourraient en être la cause. 

11 Etat de i'antibiorésistance dans le Mathreb 

Une enquête réalisée au Maroc par l'équipe de Filali et ail en 1988 sur des E.coli aviaires 

provenant de différentes fermes, a montré la prédominance des sérotypes 078, 01, 02 . Tous 

!es E.coli étaient sensibles à la fluméquine et la gentarnicine, alors que la plupart étaient 

résistants à la tétracycline, par contre de faibles résistances au furanes, sulfamides, 

chloramphénicol, ampicilline et spectinomycine ont été observées. 

Une autre enquête faite au Maroc par Ainara en 1905 sur la résistance de souches d'E.coli 

isolées à partir de poulets autopsiés, a révélé un taux de résistance aux sulfamides, 

oxytétracycline, triméthoprime+ suiphaméthoxazole et le chioramphénicol supérieur à 40%. 

Tandis que pour l'ampicilline, la gentamicine et les nitrofuranes la résistance était inférieure à 

Une étude réalisée en Algérie par Moulfi et Karaoni en 2001 sur 54 souches d'E.coli 

- 	isolées à partir de selles de poulets montre un taux de résistance de 66.66 % au sulfamides, 

64.81 % pour le SXT, 57.40 % a l'acide nalidixiquc. 38.88 % pour la pipéracilline, 29.62 % 

- 	pour I'ofloxacine et la ciprofloxacine et enlin 12.96 % pour le chloramphénicol. 

III Etat de i'antibiorésistance en F.urol)e 

Dans une enquête réalisée en Bulgarie par Giurov en 1985 il a été mis en évidence que le 

nombre de souches de E.coli provenant de poulets et résistantes à la streptomycine était de 

44.84 %, pour l'ampicilline 5 1.12 %, 66.17 % pour la tétracycline et 50.23 % pour le 

chioramphénicol. Alors que l'étude antigéniquc a montré que sur les 223 E.coli étudiées 181 

étaient de sérotypes 01, 02 et 078 

- 	Une enquête épidémiologique réalisée en Angleterre entre 1986 et 1991 montra que sur les 

402 souches d'E.coli isolées, les érotvpes prédominants étaient 078, 02 et beaucoup de 
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- 	résistance Ont été observés. Une autre enquête anglaise a montrer qu'après la diminution de 

l'utilisation des antibiotiques chez le poulet, une diminution de la résistance a été observée 

- 	pour la tétracycline, furazolidone et sulphonamides (Wray). 

Une étude réalisée en Espagne par Blanco et aIl en 1997 sur 468 E.coli aviaire révéla un 

- 	pourcentage très élevé pour la résistance au triméthoprime + suiphamethoxazole (67 %), ainsi 

que 13 à 24 % de résistance au nouvelles classes de fluoroquinolones. 

Une enquête réalisée en Finlande par le Ministère de l'agriculture et des forets en 1999 a 

rapporté que 10 % des E.coli isolées étaient résistants a l'ampicilline, la streptomycine et le 

- 	triméthoprime tandis que la résistance au sulphonamides et la tétracycline était plus 

conséquente, et que 40 % des souches étaient multirésistantes (Ministry of agriculture 

- 	Finland). 

En 1999, une étude &ançaise sur des E.coli pathogènes aviaires (APEC: Avian Pathogenic 

Escherichia Cou), a confirmé que les sérotypes responsables étaient 01, 02 et 078 et qu'ils 

étaient résistants a un grand nombre d'antibiotiques de par leur utilisation abusive (Dho-

Moulin). 

L'Australie, la France et la Suisse sont parmi les pays qui ont interdit l'utilisation de 

n'importe quels antibiotiques dans l'alimentation (monensine sodium, sali nomycine-sodiuin, 

avilarnycine et flavophospholipol). 

Les Etats-Unis ont interdit les nitrofuranes, le chloramphénicol et l'ampicilline dans 

l'alimentation, tandis que l'Allemagne interdit la çénicillinc et la tétracycline et les Pays-Bas a 

interdit la pénicilline et la tétracycline. 

En Suisse, l'interdiction de l'usage des antibiotiques dans l'alimentation animale (facteurs de 

croissance) est entrée en vigueur le 1 janvier 1999. Elle a pour but une diminution de l'usage 

des antibiotiques dans l'élevage (les animaux. Actuellement, les antibiotiques ne peuvent être 

utilisés que sous contrôle vétérinaire (Communiqué de presse-Berne). 

- 	 Depuis le l' avril 2002 une nouvelle loi sur l'utilisation des médicaments à usage 

vétérinaire est entrée en vigueur en Autriche sous l'appellation (TAKG). Cette loi instaure, 

outre un contrôle plus sévère, des peines plus lourdes pour les infractions éventuelles. Cette 

nouvelle loi permet de prononcer des peines d'emprisonnement contre les personnes qui 

- 	 utilisent illégalement les médicaments dans le secteur animal. 

A partir de janvier 2006, un nouveau règlement présenté 'ar VUE a Bruxelles prévoit 

-. 	 l'élimination progressive des quatre additifs antibiotiques encore présents sur le marché de 

ME. Pour l'heure, ces substances (nionensinc sodium, salinomycine-sodium, avilamycine et 
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flavophospholipol) ne sont pas utilisées en médecine humaine. Les additifs antibiotiques 

destinés à l'alimentation animale utilisés en médecine humaine et vétérinaire ont déjà été 

éliminés progressivement en application de aécisions antérieures de la Commission 

européenne (Le comité scientifique directeur de VUE). (Comité scientifique de l'Union 

Européenne) 

La réduction de l'utilisation des antibiotiques comme stimulateurs de croissance ne 

- provoque pas nécessairement une perte de productivité au niveau des animaux et donc pas de 

pertes économiques pour les producteurs ni une augmentation des prix à la consommation. 

Cela n'entraîne pas non plus l'emploi accru d'autres médicaments à la place des antibiotiques. 

1/ L'expérience Suédoise: 

Dès 1986 (Wierup), la Suède a interdit l'utilisation d'antibiotiques comme promoteurs de 

- 	croissance, essentiellement pour des raisons éthiques, estimant qu'il fallait assurer la santé des 

animaux. La vente des antibiotiques a chuté brusquement et correspond actuellement à 30% 

- 	des quantités vendues avant 1986. Aujourd'hui, il est interdit d'ajouter systématiquement des 

antibiotiques dans l'alimentation des animaux. Ils ne peuvent être utilisés qu'à des fins 

- 	médicales et doivent être prescrits par un vétérinaire après un diagnostic. En outre, le 

vétérinaire doit choisir tin antibiotique présentant un faible risque en matière d'accroissement 

- 	de la résistance des bactéries (Moulfi-Sou-Who). 

• la Suède produit des volailles à des prix compétitifs, 

• les salmonelles sont très rares, 

• les taux de croissance sont tout à fait compétitifs, 

• l'usage des antibiotiques a diminué de 50% depuis 1984,   

• les phénomènes de résistance aux antibiotiques sont plus faibles en Suède que dans de 

nombreuses parties de l'Europe (M Mikaelsson). 

2/ L'expérience Danoise: 

L'utilisation régulière d'antibiotiques comme la pénicilline et les tétracyclines pour favoriser 

- la croissance a eu pour effet que ces antibiotiques sont moins efficaces pour le traitement des 

maladies des animaux. C'est ainsi qu'au Danemark, où l'utilisation non thérapeutique des 

tétracyclines et de la pénicilline est interdite, les tétracyclines sont efficaces pour le traitement 

de la diarrhée des veaux alors qu'aux USA, elles ne sont pas efficaces. 

Le Danemark comme la Finlande ont décidé de suivre la Suède, ils ont banni l'utilisation des 

antibiotiques comme facteurs de croissance chez les animaux; dorénavant la prescription 
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d'antibiotiques ne se fera que sur avis du vétérinaire après détermination de l'espèce 

bactérienne et de son phénotype. 

L'évolution de la résistance sera suivi au Danemark par le DANMAP (Programme intégré 

danois de surveillance et de recherche sur la résistance aux agents antimicrobiens), qui pourra 

informer les scientifiques sur l'efficacité de bannir les antibiotiques chez l'animal et de ce fait 

produire des animaux sans utiliser des additifs antibiotiques (agriculture dite "biologique 

production sous label) moyennant des coûts de production plus élevés mais avec une 

résistance bactérienne aux antibiotiques des moins élevée avec celle de la Suède. 

1111 Etat de i'antibiorésistance dans le monde: 

Une étude sur des E.coii isolées de selles et de carcasses de poulets en Iran en 1980, a 

montré que 15.43 % des 648 souches étudiées pouvaient transférer la résistance aux 

tétracyclines, streptomycine, ampicilline et sulfonarnide à d'autres souches par conjugaison 

(Nazer). 

Une enquête épidémiologique réalisée en Arabie Saoudite en 1985, a mis en évidence que 

les E.coli présentant le sérotype 0 78 (le plus dominant) étaient résistants a 6 antibiotiques 

testés. 

Une autre enquête Saoudienne réalisée en 1999 par At-Ghamdi et Barbour sur des E.coli 

isolés à partir de selles révèle une grande résistance à l'ampicilline, chloramphénicol, 

gentamicine, spectinomycine, tétracycline et triméthoprime + suiphamethoxazole avec des 

pourcentages qui varient de 57 —99.1 %. 

Au Nigeria en 1989, toutes les souches d'E.coii isolées à partir de poulets de batterie étaient 

résistantes a la tétracycline, streptomycine et sulphonamide alors que 99 % étaient sensibles a 

colistine, chloramphénicol, nitrofurantoine et l'acide nalidixique. 

En Grèce en 1992, une étude sur k transfert de résistance des phénotypes streptomycine et 

streptomycine-tétracycline-sulfamides a montré, qu'il était dû a des plasmides R de faible 

poids moléculaire (Wooley et alt). 

En 1993 au Canada sur 44 Leoli isolées de poules atteintes de colibacilloses, 39 % des 

souches étaient inagglutinables avec 14 sérotypes de types 0, lO souches appartenaient aux 

sérotypes 01, 02 et 078 et présentaient dc fbrtes résistances a tétracycline, kanamycine, 

néomycine, céphalothine, streptomycine et éryt hromycine (A lia n et ail). 



Au Kenya en 1994 une étude faite sur 37 souches d'E.coli aviaire montra 100 % de 

résistance au sulfaméthoxazole, 62.2 % à l'ampicillie, 51.4 % à la tétracycline et 13.5 % à la 

- 	kanamycine. 

En 1998 en Afrique du sud Manie et ail ont mis en évidence que l'addition de facteurs de 

croissance dans le but d'avoir des poulets avec des poids uniformes, entraînent des résistances 

a divers antibiotiques et les infections aviaires sont de plus en plus difficiles a traiter. 

Dans une étude réalisée aux Etats-Unis en 1999 par Lydia Bass et ail, il a été prouvé que 

plus de 36 % des E.coli isolés étaient résistants a la tétracycline, oxytétracycline, 

streptomycine, sulfonamides et la gentamicine. 

Dans une autre enquête réalisée aux Etats-Unis en 2000 par David G. White et ail, il est écrit 

que la majorité des E.coli isolés étaient résistants au sulfaméthoxazole, tétracycline 

streptomycine, gentarnicine. et  l'ampicilline et 66 % des souches présentaient une résistance 

a plus de 5 antibiotiques. 

	

- 	. Dans une étude réalisée en 2000 au Trinidad et Tobago, 50 % des 603 E.coli provoquant des 

colibacilloses étaient résistants a 9 des 11 antibiotiques testés, avec une augmentation de la 

résistance a l'amoxicilline, l'apramycine, la gentamicine, le nitrofurantoine, norfioxacin, et 

trimethoprimefsulfaméthoxazole par rapport aux années précédentes (Lambie et ail). 

	

- 	Au Ghana en 2001 Sackey BA et ail a noté que les E.coli isolés étaient résistantes à 

l'arnpicilline, pénicilline, tétracycline et l'érvthromycine, par contre ils étaient sensibles a la 

	

- 	fosfomycine. 

IV! Les maladies les plus fréquentes dans l'ouest Algérien 

- Salmonelloses : dues surtout a S gal/inuruiiz piillonini qui sont des maladies à 

déclarations obligatoires comme le stipule la loi. 

- 	Colibacilloses 

*Respi i.a l o i l.es  

*Septicémies 

* Diarrhées 

- Past eurel loses provoquées par P ga//i/IarImz 

- Streptococcies 

- Staphylococcies 

- Coryza due a /hu'inophv/u.  



- 	 - Infections vitellines provoquées par Pseudomonas 

- Mycoplasmes qui sont responsables de M.R.0 (maladies respiratoires chroniques) 

- 	 dues a A'! gallisepliduin. 

VI Antibiotiques utilisés dans l'ouest Algérien: 

Ils peuvent être administrés à titre 

1/ Curatif: pour traiter une maladie qui se manifeste par divers symptômes. 

2/ Préventif: permettent d'éviter une infection possible, à l'occasion d'un transport, 

d'une vaccination ou d'un stress. 

3/ Facteur de croissance: c'est une utilisation qui est propre â l'élevage de rente. Si de 

faibles quantités d'antibiotiques étaient incorporés dans l'alimentation pendant la 

période de croissance des animaux, on obtient un gain de poids que l'on peut estimer 

entre 2à5%. 

Les différents antibiotiques utilisés dans l'ouest Algérien sont reportés dans le tableau ci- 

dessous ( d'après une enquête faite au niveau de différents vétérinaires) après enquête faite 

chez différents vétérinaires dans !es wilayas de Tlemcen, Saida, Oran, Sidi Bel Abbés et 

- 	Mostaganem. 

Tableau N°2 : Antibiotklues utilisés (Jans l'ouest Algérien 

Nom commercial DCI de l'antibiotique Indications Utilisation 

AMPI 20 % Ampicilhne Trihydrate Salmonelloses Curative 
Colibacilloses Préventive 
Infections a Proteus 

Flumiso! Fluméquine Salmonelloses Curative 
Colibacilloses 
Pasteurelloses 

Terramycine Oxytét racycli ne Agressions Curative 
Antistress microbiennes 	liées 	au Préventive 

stress Facteur de 
Gram - et Gram + croissance 

Flipralona-EnroS Enrolloxacine Salmonelloses 
Colibacilloses Curative 
Past eu relloses 
Mycoplasmoses  

Eiythro-Vita-Stress Erythromycine Ni. R.0  Curative 
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Synovites Préventive 
Facteur de 
croissance 
Anti- Stress 

Imequyl 20 % Fluméquine Salmonelloses Curative 
Colibacilloses  

Trialpucine Josamycine M. R. C Curative 

'T'riméthoprirne Mycoplasmoses Préventive 

Suramox P.O.S Arnoxicilline M.R.0 Curative 

Staphylococcies  

Clamoxyl Arnoxicilline Salmonelloses 
Colibacilloses Curative 
Staphylococcies  

Trisulmix Triméthoprime Ni. R. C Curative 

Sultidirnéthoxine  

Biaprim Trimét hoprime Salmonelloses Curative 

Sulfadirnét hoxine Colibacilloses Préventive 
Staphylococcies  

Oxytetracycline 50 % Oxytetracycline M.R.0 Curative 

Vigal 2X Erythrornycine M.R.0 Curative 
Synovites Préventive 

Gallimycin VS 20% Erythrornycine M.R.0 Curative 

Colistine VS 20 % Colistine Salmonelloses Curative 
Colibacilloses Préventive 

Facteur de 
croissance 

Neoterramycine Oxytétracycline Entérites infectieuses Curative 
Néomycine Facteur de 

croissance 

Bioxol Acide_oxolinique  Curative 

DCI : Dénomination commune internationale 
MRC : Maladies Respiratoires chroniques 
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MATERIEL ET METHODES 



- 	I/ Matériel: 

II Souches étudiées 

- 	Notre travail a porté sur l'étude de 138 souches (dont la répartition est reportée dans le 

tableau N°  3) d'entérobactéries isolées entre le 15/01/2000 et le 29/04/2001 qui ont été 

- 	prélevées sur des organes de volailles fraîchement autopsiées reçus au laboratoire de 

bactériologie médicale au centre vétérinaire de Tlemcen. 

- 	Ces volailles proviennent de dif11re!1ts sites d'élevages de différentes Wilayas de l'ouest 

Algérien, pour être analysées dans le cas de suspicion de salmonelloses. 

Tableau Nu3 : Différents sites étudiés 

Wilaya Site 

Oran 

AVIBED Bir Et Jir 

ESSENIA 

Bouticlis 

Messerghine 

I lassi-Bounil' 

Tenira 

Sidi Bel Abbes 

EURL Habara 

UPD S/Brahim 

Unité Bouchentouf 

EURL Belarbi 

EURL S/Lahcene 

Benbadis 

Sari NAIR 

Amarnas 

Sidi Khaled 

SOPAC 

emchi 

S/Abdelli 
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Tlemcen 

AJTeUout. 

Zenata 

AlYoucef 

OlMimoun 

PJDela 

Saida 

Youb 

ftC' 

fl.0 

n.c Mostaganem 

n.c 

Ain-Ternouchent n.c 

Naana 	- n.c 

Total 30 

T r. ~ jl 

-.---- 

* n.c: pas d'information sur le site 

- 	 2/ Souches de référence: 

Elles ont été utilisées dans le but de valider toutes techniques utilisées dans ce travail. 

• Ercherichia coli ATCC 25922: utilisé pour lors de la réalisation de l'antibiogramme 

et les concentrations minimales inhibitrices 

• Pseudomoiias (IL'ruginox(I ATCC 27853 : utilisé pour lors de la réalisation de 

l'antibiogramme. 

3/ Autres souches 

• Esc/,eric/,ia coli C 600 Rit': souche ayant une résistance chromosomique a la 

rifampicine, utilisée lors des transferts par conjugaison. 

- 	
s 	Evc/erichia coli K 12 Nal r souche ayant une résistance chromosomique a l'acide 

nalidixique, utilisée lors des transf e rts par conjugaison. 

- 	 s Evcherichia coli J5 Azide : qouche sensible a la colicine, utilisée pour rechercher les 

colicines. 

- 	 • Esc/ierichia cou 173 : souche produisant des colicines, utilisée comme témoin lors de la 

recherche des colicines. 



4/ Plasmides de référence: ont été utilisés lors du test de compatibilité; 

• Coni 1 ltï il 14 R 525 résistant a la Kanamycine 

• Coin I PPED I 	résistant a À C Tp 

• Com I PPED 2 	résistant a K Ge Tob Net 

• FI Fi' R 386 	résistant a Te 

5/ Antibiotiques testés 

• Antibiotiques en disques : tous les antibiotiques proviennent de Biorad, Marnes, La 

Coquette, France. La liste figure dans le tableau N°4. 

Tableau N°4 : La liste (les antibiotiques testés 

Antibiotiques - 	La charge (fig) 

O-lactanines 

- 

Ampicilline 10 

Amoxicilline + Acide clavulaniquc 10 

1'icarcillinc 75 

Pipéracilline 1 00 

Cefizoline 30 

Cefoxitine 30 

Cefotaxime 30 

Cefepirnc 30 

Cefpirome 30 

Moxalactam 30 

Imipenerne 10 

Aminosides  

Gentamicine 10 

Ariikacine 30 

Netilmicine 30 

Streptomycine 10 

Kanarnycine 1U 



Furu.ies 

NirotlLraIltoine 	 300 

Quinolones 

Acide nalidixique 30 

Ofloxacine 

Ciprofloxacine 5 

Polypeptides 

Colistine 10 

Cvclines 

Tétracycline 30 

Phénicolés 

Chloramphénicol 30 

Sulfamides 

Sulfamides 300 

Triméthoprinie 5 

cotrimoxazolc 1.25/23.75 

Antibiotiques en p.re: ont été utilisés lors de la détermination des concentrations 

minimales inhibitrices et la préparation des boites de sélections pour le transfert de 

plasmides. 

Tétracycline: SIGMA. 	 > Rif'ampicine: MERCK 

Chloramphénicol : ROUSSEL UCLAF. > Streptomycine: ME1-[ECO Pharm & Chem. 

Ciprofloxacine: BAYER. 	 > Kanamycine: BRISTOL-MEYERS SQUIBB. 

Acide nalidixique: SERVA. 	 Triméthoprinie: ROCHE. 

Ofloxacine: ROUSSEL UCLAF. 	> Ampicilline: SAJUAL. 

Gentaniicine: SIERING-PLOUGII. 	> Amikacine: BRISTOL-MEYERS SQUIBB. 

Tobrarnycine: ALCON 
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6/ Milieux de culture : le BCP et la gélose !Iektoen (pour les salmonelles) sont les 

milieux utilisés pour l'isolement des entérobactéries, tandis que le milieu Mueller-Hinton et 

conseillé pour la réalisation de l 'antibiogramme, la détermination des concentrations 

minimales inhibitrices, le transfert des plasmides et le test de compatibilité. 

7/ Appareillage 

Centrifi.igeuse a 12000 tr/min (SIGMA) 

• Ensemenceur de Steers pour la réalisation des c'MI 

• Densitomètre (DENSIMAT Biornéricux) 

• Bain-Marie avec agitateur (F1RLABO) 

• Transilluminateur à UV ( V[L3ER Lotir -mat .) 

• Appareil photo (POLAROID gel cam) 

8/Autres produits : tous ces produits sont importants en biologie moléculaire pour la 

technique de l'électrophorèse sur gel d'agarose. 

• TEG+Lysozyme 

• Tampon de lyse 

- 	 • Acétate de potassium 

• Phénol-chloroforme 
- 	

• Ethanol a 100 % 

• Ethanol a 70 % 

• TE 

• TBE 

• Bromure d'éthidium 

• Bleu de bromophénol 

• Agarose: pour la réalisation du gel de migration 

- 	La composition des produits SUS cités figure en annexe. 



- 	Iii Méthodes 

11-1/ Prélèvements 

Tous les prélèvements ont été effectués au niveau du Laboratoire Vétérinaire Régional de 

Tlemcen entre le 15/01/2000 et le 29/04/2001. lI s'agissait dans un premier temps de prélever 

un organe interne (foie, rate, intestin ou os) sur des poulets fraîchement autopsiés, ensuite 

l'organe est déposé dans une boite de Pétri stérile, le temps qu'il soit amené au service de 

bactériologie médicale. La surface de l'organe est flambée puis on introduit une pipette 

Pasteur à l'intérieur de l'organe et on aspire à l'aide d'une poire jusqu'à I ml de sang qu' on 

ensemence dans un milieu d'enrichissement (Rapapport) et on incube 18 heures à 35'C. 

11-2/Identification 

L'identification ainsi que toutes les étapes qui vont suivre ont été effectuées a PIPA. 

- 	 il Test des 3 sucres 

Un tube de milieu TSI est ensemencé avec la souche à étudier et incubé 18 heures à 

-  35° . Ce test permet la mise en évidence de la fi.rmentation du glucose, du lactose et du 

saccharose (avec ou sans dégagement de gaz), et la production d'1-1 2 S qui colore le milieu 

en noir due à la formation du stillire de ftr. 

2/ Recherche de la production d'indole 

- 	 La souche à tester est incubée 18 heures à 35' dans de l'eau peptonnée exempte 

d'indole ce qui permet de mettre en évidence la production d'indole, résultant de la 

dégradation du t!yptophane qui est r,.cherché après addition de 2 à3 gouttes du réactif de 

Kovacs, qui se traduit par la formation d'un anneau rouge à la surface. 

3/ Recherche du type de fermentation 

- 	 Consiste à mettre en évidence l'une des 2 voies fermentatives, par l'ensemencement 

d'un tube de Clark et Lubs. 

- 	 . S'il y a une fermentation acide mixte avec production d'acide formique, acétique et 

lactique le PH diminue et la coloration rouge du rouge (le méthyl est maintenue 

S'il y a une fermentation butylène glycol, avec formation d'acétoine, cette dernière se 

colore en rose après addition du reactif'de Voges Proskauer. 



4/ Recherche de la il-galactosidase 

La souche à identifier est ensemencée dans tube de 2m1 d'eau physiologique auquel 

on ajoute un disque d'ONPG. Après incubation à 35°  pendant 18 heures, la réaction 

positive se traduit par une coloration jaune citron due à la libération d'orthonitrophénol. 

5/ Test (le Simmons 

Ce test permet la mise en évidence de la citrate perméase, permettant à la souche de 

se développer sur ce milieu contenant le citrate de sodium comme seule source de 

carbone. 

Après incubation à 35°, l'utilisation du citrate se traduit par la libération des ions 

OIT qui alcalinisent le milieu, en le faisant virer la couleur verte de bromothymol au bleu. 

6/ Recherche de la lysine, orithine décarboxvlase et (le l'arginine diliydrolase: 

-  Le milieu de Moeller contenant les acides aminés est ensemencé avec la souche à 

étudier. Après addition de l'huile de vaseline et incubation 35°  pendant 18 heures, les 

résultats suivants ont été obtenus: dans un premier temps l'acidification du milieu due à 

l'utilisation du glucose entraîne une coloration jaune, puis, si l'un des acides aminés est 

- 

	

	utilisés, l'ammoniac ainsi formé alcalinise k milieu d'ou apparition d'une coloration 

violette. 

7/ Recherche de l'uréase et du tryptonhane désaminase 

Le milieu d'urée indole est ensemencé avec la souche a tester. 

- 	 Après 18 heures d'incubation à 35°, la souche produit la réaction suivante: 

NH2+ COOH ------> CO2+ NH3  

La combinaison des produits CO 2  + NI-13 entraîne la formation du carbonate 

d'ammonium qui alcalinise le milieu et entraîne un virage au rouge violacé. 

La tryptophane désaminase est détectée par addition du perchlorure de fer qui 

entraîne une coloration brunâtre. 

8/ Test mannitol-mobilité 

Ce test permet à la fois de tester l'utilisation du mannitol qui se traduit par une 

acidification entraînant un jaunissement de l'indicateur et la mobilité qui se traduit par une 

diffiision à partir de la piqûre centrale. 
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- 	 91 Test de I' utitisatioti des différents sucres 

La recherche de l'utilisation des sucres â été faite grâce aux galeries Entero 2 au niveau 

de l'Institut Pasteur d'Algérie. 

Après 18 heures d'incubation à 350  l'utilisation du sucre se traduit par une 

acidification faisant virer le rouge de phénol au jaune. 

lOI Les galeries Entero 2: :. 	c 

Le système Entero 2 est une méthode miniaturisée associant 20 tests biochimiques 

standardisés permettant l'identification des entérobactéries et autres bacilles Gram négatif, 

- 	elle produite par le servie de milieux de culture de l'Institut Pasteur d'Algérie. 

-Princip : La galerie Entero 2 comporte 20 microtubes contenant les milieux sous 

forme déshydratée pour la mise en évidence d'enzymes ou l'assimilation de substrats. Les 

micro cupules sont inoculées à l'aide d'une suspension bactérienne qui réhydrate le milieu au 

moment de l'emploi. Les réactions produites pendant la période d'incubation se traduisent par 

des virages colorés spontanés ou révélés par l'addition de réactifs 

La lecture de ces réactions se fait à l'aide du tableau de lecture et l'identification est obtenue à 

- 	l'aide d'un tableau d'identification identique a celui des API 20E. 

[ous l'avons utilisée pour la recherche des sucres et pour la confirmation des résultats 

obtenus par la galerie classique. 

- 	II-3! Etude de l'antibiorésistanee. 

Nous avons utilisé la méthode par difïusion (le disques imprégnés, décrite pour la première 

- 	fois par Kirby-Bauer en 1966, et utilisée actuellement par dif1rents organismes de recherche 

avec des modifications mineures. 

-A partir d'une culture pure de 18 heures, prélever à l'aide d'une pipette Pasteur 3 a 4 

colonies ayant le même aspect. 

-Décharger la pipette dans tube d'eau physiologique à 9 %o. 

-Homogénéiser la suspension bactérienne, la mettre dans le densitomètre pour avoir une 

opacité de 0.5mcf'arland 

-Tremper un écouvillon stérile dans la suspension, et éliminer l'excédent en pressant 

l'écouvillon sur la paroi du tube. 

-Ensemencer en stries sur toute la surface gélosée à trois reprises en faisant tourner la boite 

et l'écouvillon de 60' après chaque application. 

21 



-Appliquer les disques d'antibiotiques à l'aide d'un distributeur ou d'une pince stérile. IL ne 

faut pas mettre plus de 6 disques dans une boite de 90 mm. 

-La lecture se fait par la mesure du diamètre d'inhibition à l'aide d'un pied a coulisse 

métallique. 

-Comparer les diamètres obtenus aux valeurs critiques figurant dans la référence (NCCLS). 

-Dans notre étude on a complété avec une lecture interprétative, c'est à dire en comparant 

les diamètres des souches étudiées avec celui de la souche de référence pour éviter les erreurs 

surtout quand il y a présence de résistances de type « Border Une ». 

-Pour vérifier la validité du procédé, l'anlibiogramrne des souches de référence est réalisé le 

même jour dans les mômes conditions (Denleit). 

11-4/ Détermination de la CMI en milieu solide 

La CMI est la plus faible concentration d'une gamme de dilution d'antibiotique de demi en 

demi, qui entraîne une inhibition de toute croissance bactérienne visible. C'est la méthode de 

référence pour la mesure de la sensibilité bactérienne aux antibiotiques(Rapport OMS 610). 

Elle sert ainsi à la mise au point et au contrôle des autres méthodes d'étude de la sensibilité 

aux antibiotiques. 

1/ Préparations des solutions d'antibiotiques 

(--L'eau distillée est le solvant le plus largement utilisé pour préparer les solutions concentrées 

d'antibiotiques. ,Dans certain cas, la solubilisation s'eflbctuc dans un solvant différent et la 

solution doit être diluée dans un diluant adapté. 

Exemple: pour le chloramphénicol la solution mère à une concentration de 2000 y (ing/mi) 

on l'obtient avec: 	20 mg d'antibiotique -F 2 ml d'éthanol + 8 ml d'eau distillée. 

2/ Réalisation 

Introduire 2 ml d'eau distillée stérile dans une boite de Mueller-Hinton (boite témoin) et 2 ml 

de chaque dilution d'antibiotique(voir tableau N° 5) dans une série de boites, en allant de la 

concentration la plus faible a la plus ftiie. 

Ajouter 18 ml de Mueller-1 linton, laisser solidifier puis sécher les boites. 

On prépare ensuite l'inoculum avec une densité optique (le 0.5 rncfarland, pour toutes les 

souches a étudier y compris la SOth±e de référence E.coli ATCC 25922, puis on ensemence à 

l'aide d'un ensemenceur de Sicers sir toutes les botes. 



Lire la CIVIL concentration pour laquelle il n'y a pas de culture visible à l'oeil nu. La présence 

de 1 à 3 colonies n'est pas prise en considération quelque soit leur aspect ou leur taille. 

3/-Lec ture : 

Comparer la CMI de la souche a étudiée avec celle de la souche de référence. 

Pour toutes les CM1 effectuées, on a utilisé une lecture interprétative, c'est a dire un écart 

supérieur ou égal a deux dilutions entre les valeurs de CMI des souches testées et celle de la 

souche de référence ; ça nous permet de classer les souches clans, la catégorie résistante. 

Tabliu N'S.: Gamme de co ncentrations d'ibiptiQUeSLtiJ 1 SéS 

Solution mère ATB  E.D Concentration en tube Concentra ion en boit~ 

2m1 2ml 640 y 64 y 

1m! 3m1 320 y 32 y 

12807* 0.5m1 3) 51111 160 y 16 y 

05m! 75m! 80 y 8 y 

2m! 2m! 40 y 4 y 

IrnI 3m! 20 y 2 y 

SO 	f * 05m! 3.5rnl 10 y I 	y 

.5 mi 7.5rnl 5 	7  

ml 2 ml 2.5 y 0.25y 

lmI 3m1 1.25 	y - 	 0.1257 

5 	* 0.5rnl 35m! 0.63 y 0.063 	y 

0.5ml 7.5ml 0.32 y 0.032 y 

0.32 y * 2t 2m1 0.16 y 0.016 y 	- 

* changer la pipette après chaque utilisation. 

ATB : antibiotique; ED: eau distillée. 



11-5/ Etude antigéniclue 

11 existe trois catégories d'antigènes, seulement le OIKI, 02K! et le 078K80 ont été 

- 	étudiés par réaction d'agglutination, ce sont les antigènes les plus fréquents chez la volaille et 

les seuls dont on dispose. 

- 	 1/ Antigène de la paroi ou antigène O 

De nature lipopolysaccharidiquc, ils sont thennostables et alcoolo stables, Les antigènes 

o sont particulièrement importants, car ils conditionnent le pouvoir pathogène des souches. 

On a distingué jusqu'à présent, plus (le 171  antigènes O difîérents chez /vc/wrichia cou (Le 

Minor). 

2/ Antigènes capsulaires ou antigène l 

De nature polysaccharidique, ils entourent les antigènes O et se présentent sous deux types de 

structure 

- La première, capsulaire lorsqu'ils Constituent uflC capsule visible au microscope. 

- La seconde, d'enveloppe quand ils ne sont pas visibles au microscope et masquent les 

antigènes somatiques, si bien qu'ils inhibent I'agglutinabilité O des bactéries par les sérums 

de diagnostic des Esclwric/zia coli préparés sur lapin. 

Environ 80 antigènes K ou antigènes d'enveloppe différents ont été reconnus. 

- 	 3/ Antigènes flagellaires OU antigène H 

Ils sont thermolabiles, non alcoolorésistants, constitués de molécules de flagelline, 

- 	comparables à la myosine du muscle. Les antigènes ne sont présents que chez les souches 

mobiles; on en connaît 56 types. 

Les antigènes O, K, H sont à la base d'un schéma de diagnostic antigénique, notamment pour 

le diagnostic différentiel, ils permettent d'établir le sérotype et de détecter les souches 

- 	d'Escheric/iia coli responsables (le pathologies (KaulTman). 

4/ Technique: 

Nous avons utilisés la méthode d'agglutination sur lame avec les sérums OIKI, 02K1 et 

078K80. Des cultures jeunes de 18 heures sont mises en suspension dans une goutte de 

sérum. L'agglutination est positive s'il y a formation d'agglutinats dans les secondes qui 

suivent le contact de la suspension avec le sérum ; dans la cas contraire on dira que la souche 

est inaggiutinable dans les trois sérums testés (ørskov). 
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11-6/ Transfert des plasniides 

1/ Mécanismes de résistance 

-Absence de pénétration de l'antibiotique dans la bactérie due a la présence d'une perméase 

spécifique. 

-Modification de la cible. 

-Résistance par changement de voie métabolique. 

-Production d'enzyme, comme les f-lactamases contre les 0-lactamines. 

2/ Supports de l'antibiorésistance 

-Résistance chromosomique : se fait généralement par mutation. 

-Résistance extra chromosomique : peut être codée par les transposons et les plasmides 

(Richard), ces derniers sont capables de réplication indépendante de l'ADN. La plupart des 

plasmides d'importance clinique sont conjugatifs, ils possèdent des gènes pour les pili et pour 

un mécanisme spécialisé de réplication de l'ADN. Une fois le gène de résistance présent sur 

le plasmide, il peut être transmis à toutes les espèces faisant partie de la gamme des cellules 

hôtes du plasmide (Cambau -Chaslus Dancla) 

3/ Technique de transfert (le plasmides par con itigaison 

-Prendre une colonie de la souche a étudiée (donatuice) et une colonie de la souche de 

référence (réceptrice), mettre chacune dans un tube de 131 1113. 

-Laisser 4 heures en agitation a 350  C. 

-Prendre I ml de chaque tube qu'on mélange avec un râteau dans une boite de Mueller-

Hinton. 

-Incuber le couvercle vers le haut IX heures a 350  C. 

-Après incubation ajouter I ml de 1311113 stérile, mélanger à l'aide d'un râteau et récupérer le 

surnageant (qui contient normalement les transconjugants) à l'aide d'une pipette Pasteur 

munie d'une poire. 

4/ Préparation des boites de sélection 

II s'agit de milieux gélosées coulés en boites de Pétri contenant 2 antibiotiques, l'un 

correspondant à caractère suspecté plasmidique de la souche donatrice et l'autre à un caractère 

chromosomique de la souche réceptrice. 

Exemple: 	Souche donatrice 	Souche réceptrice 

E.coli A C Te K 	 E.coli C ôOORif,  
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Boites de sélection: 

- 	 l/A+Rit' 

2/ C + Ru' 

3/ K + Ru' 

4/ Te + Rit' 

On mettra I ml de chaque antibiotique et 18 ml de Mueller-l-linton. 

5/ Ensemencement des boites de sélection 

A l'aide d'une anse de platine, on ensemence la souche donatrice et la souche réceptrice en 

trait sur le quart de la boite, et le mélange en Strie sur les trois quarts restant et ceci pour toutes 

les boites de sélections. 

Incuber 18 heures a 350  C, puis effectuer un antibiogramme sur les transconjugants afin de 

déterminer les caractères transférés. 

- 	 6/ Lecture des boites de sélection 

La présence de colonies sur la partie ou le mélange a été ensemencé signifie qu'il y a présence 

de transconjugants, tout en vérifiant les caractères biochimiques, dans notre cas le lactose doit 

être négatif et l'indole positif qui sont des caractères propres a la souche réceptrice. 

- 

	

	En effectuant un antibiogramme sur un nombre maximum de colonies de transconjugants (ce 

nombre peut aller jusqu'à 80 colonies), avec les marqueurs de résistance de la souche 
- 	

donatrice et la souche réceptrice, on pourra déterminer les caractères transférables. 

Les souches réceptrice et donatrice, ne doivent pas pousser, dans le cas contraire il faut refaire 

la manipulation. 

11-7/ Test (le compatibilité (ou groupage) 

1/ Définition : Un plasmide A et un plasnu&. B sont dits incompatibles lorsqu'ils sont 

incapable de coexister de façon durable dans une bactérie, dans le cas contraire on parle de 

plasmides compatibles. 

Les plasmides incompatibles entre eux sont apparentés, et il est logique de les réunir au sein 

d'une même famille, appelée groupe d'incompatibilité ou groupe Inc (Joly). 

2/ Technique: c'est la même technique que le transfert génétique, sauf que dans ce cas 

- 	on croise le transconjugant avec un E.coli qui porte un plasmide de référence, afin de 

déterminer le groupe auquel appartient le plasmide étudié (Dellia lie). 
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- 	Remarque: le plasmide de référence doit avoir une a deux résistances différentes que celle 

de la souche a étudier. 

11-8/ Recherche de la colicine 

Les colicines sont des bacténocines de nature protéique à action antibiotique rencontrées chez 

de nombreuses espèces bactériennes Gram ± ou Gram -, détruisant d'autres bactéries telles 

que Salmonella, Shigella ou même d'autres colibacilles. 

Technique: 

-Mettre la souche a étudier et la souche témoin (E.sc/ierichia coli F3, qui produit de la 

- 	colicine) en agitation dans du BHIB, 4 heures a 35" C. 

-Déposer une goutte sur TSA. 

-Après 48 heures a 350  C, mettre en agitation /vc/ierichia coit J 5 Azide dans du BHIB, dés 

qu'il y a un léger trouble, diluer une anse d'Lvc)wrichia coli J 5 Azide dans 10 ml d'eau 

physiologique, puis déposer une goutte de cette dilution à coté de la souche à étudier et de la 

souche témoin. 

-Incuber 48 heures a 
350 

 C. 

-La présence de colicine se traduit par la formation d'une zone d'inhibition d'Escherichia 

coli J 5 Azide à coté de la souche a étudier. 

11-9/ Electrothorèse sur gel d'agarose 

1/ Pré-culture d'une nuit en agitation 

-Ensemencer une colonie dans 5 ml de BHIB. 

-Incuber une nuit au bain marie en agitation i 	C. 

2/ Récolte: 

-Centrifuger les bouillons dans des tubes Eppcndorf de 1.5 ml pendant 5 min a 12000 Tri 

min. 

-Jeter le surnageant en versant d'un coup sec dans un bac a jave!, le culot doit rester collé au 

fond du tube. 

-Si nécessaire répéter 2 à 3 Ibis l'étape de cent ri tw.at lori après avoir rajouter du bouillon de 

culture. 
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Y Extraction de l'ADN plasmidigue: 

-Resuspendre le culot dans 100 tI de TEG + lysozyme (il faut avoir une suspension 

homogène). Solution I (pour les solutions I, II et 111, voir en annexe). 

-Ajouter 200 pl de tampon de lyse préparer le jour même, mélanger avec précaution en 

retournant les tubes. Solution II 

-A partir de cette étape travailler dans la glace broyée, incuber 10 min a 00  C. 

-Ajouter 150 pl d'acétate de potassium, agiter manuellement les tubes en les retournants 

plusieurs fois, la suspension devient floconneuse, incuber 10 min a 00  C. Solution III 

-Ajouter 450 pl de phénol-chloroforme-acide isoamélique (25-24-1) volume a volume. 

-Casser l'émulsion par centrifugation pendant 10 a 15 min. 

-Laisser reposer 3 a 5 mm, puis récupérer 200 à 3001.tl du surnageant (sans toucher 

l'interface) et transférer dans un autre tube Eppendorf. 

-En cas d'échec remettre 450 pi de phénol-chloroforme et répéter l'extraction. 

-Précipiter avec 2 volumes d'éthanol à 100 %. 

-Mettre 2 heures a —20 °  C, ou bien 20 min a —80 °  C ou bien 5 min a température ambiante. 

-Mélanger, ensuite centrifuger pendant 10 min. 

-Vider et rincer avec 1000 pl d'éthanol à 70 %. 

-Centrifuger pendant 5 mm, jeter !e surnageant et laisser sécher les tubes à l'étuve pendant 

15 min ou a température ambiant pendant une nuit. 

-Reprendre dans 15 à 20 iI de TE + Rnase A et du bleu de bromophénol (à raison de 3 pl de 

bleu pour 10 pl de solution). 

4/ Prénaration du ael 

-Additionner 0.7 gramme d'agarose à 100 ml de TBE IX 

-Faire fondre à 1000  C pendant 4 min. 

-Ramener la gélose d'agarose à 45°  C. 

-Ajouter du bromure d'éthidiurn, 2.5 pi à partir d'une solution de 10 mg/ml 

- 	-Couler le gel 

Après que le gel ait refroidi on spot la totalité de la suspension et on laisse incuber 6 heures, 

avec un courrant de 95 mA et un voltage de 90 V. 
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S/ Lecture 

La migration d' une molécule d'ADN est fonction de sa taille mais aussi de sa forme, c'est à 

dire, de la conformation qu'elle est susceptible d'adopter. Ainsi elle peut exister sous trois 

formes: 

- superhelicoidale ou CCC (Covalently Closed Circular); 

Circulaire ou OC (Open Circular) 

- linéaire ou L. 

La forme CCC migre plus rapidement que la forme OC qui elle même migre plus rapidement 

que la forme linéaire 

Une fois la migration terminée mettre le gel sur un transilluminateur a ultraviolet (302 nm) et 

prendre une photo afin de pouvoir déterminer le poids moléculaire des plasmides par la suite. 

L'ADN du phage lambda digéré par l'enzyme Hind III, est utilisé comme référence de taille 

la taille de ses fragments de restriction est cornue et son profil d'électrophorèsc permet 

d'établir une courbe Taille du fragment de restriction = fdistance parcourue au cours (le la 

migration). 

Connaissant la taille des fragments de restriction du pliage lambda et leur distance du puit de 

dépôt (tableau n°6) on pourra déterminer la taille des plasmides étudiés par une projection sur 

la courbe obtenu en utilisant du papier semi logarithmique. 

Tableau N° 6 : Distance des fragments (le restriction du phage lambda du puits 

'Taille des fragments de restriction 
(pb)*  

2310019416 6557 4361 2322 2027 

Distance du fragment au puits (mm)**  10 12.2 13.3 14.6 16.8 17.5 

* pb : paires (le bases 

** mm : millimètre 
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RESUME: 

L'antibiorésistance connait une augmentation constante du fait de l'utilisation en masse 

d'antibiotiques chez l'homme et chez l'animal. Nous avons étudié les résistances aux 	- 

différents antibiotiques par la méthode de diffusion sur gélose et la détermination de la 

concentration minimale inhibitrice, chez les entérobactéries isolées de la volaille dans l'ouest 

Algérien. Grâce à la technique de compatibilité nous avons pu grouper les plasmides (Coin I 

et Fi). L'électrophorèse sur gel d'agarose nous a permis de visualiser les plasmides, supports 

de ces résistances. 	 - - 

La recherche de la colicine comme marqueur épidémiologique, et l'étude antigénique 

des souches (surtout les sérotypes 01 Ki, 02K1 et 078K80 ) responsables de graves 

affections. 

MOTS CLES: 

Antibiorésistance - Ouest Algérien - Volaille - Entérobactéries - Plasmides - Groupes 

Inc - Electrophorèse - Sérotypes. 


