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Introduction Générale

L’aveénement de 1’antibiothérapie a révolutionné complétement le domaine médical et a
entrainé une réduction significative de la mortalité associée aux maladies infectieuses.

Ainsi, les antibiotiques ont permis de traiter avec succés de nombreuses maladies
infectieuses, telles que la pneumonie, la tuberculose, la syphilis et le choléra (Carle, 2009).

Malheureusement, leur utilisation excessive et inappropriée en médecine humaine et
vétérinaire a conduit a I’émergence de souches bactériennes résistantes aux antibiotiques.
Cette résistance bactérienne est amplifiée par la surconsommation d'antibiotiques chez les
animaux d'élevage en action thérapeutique et prophylactique, et de facon plus critiquée
comme facteurs de croissance , qui peuvent ensuite contaminer I'environnement et I’homme
(Marshall et Clin , 2011; Carle , 2009).

La résistance aux antibiotiques constitue un probléme majeur de santé publique. Les
bactéries résistantes peuvent provoquer des infections graves et difficiles a traiter, ce qui
limite l'efficacité des traitements disponibles. De plus, cela peut également conduire a une
augmentation des colts de santé en raison de la nécessité d'utiliser des antibiotiques plus
puissants et plus colteux pour traiter les infections résistantes (Baba Ahmed-Kazi Tani et
Arlet , 2014).

En effet, I'impact négatif clinique de la résistance aux antibiotiques est traduit par
I’augmentation des cofits des soins, de la durée des sé€jours a 1'hopital, et de la morbidité et la
mortalité. Ces conséquences sont plus séveres et ont plus d’effets néfastes que la gravité de la
maladie et la virulence de la souche (Deborah Friedman et al .,2016).

D'une maniére générale, les infections causées par des souches bactériennes résistantes
entrainent des taux de conséquences négatives jusqu'a deux fois plus élevés que les infections
similaires causees par des souches sensibles (Cosgrove et Carmeli , 2003).

D’autre part, Le secteur de I'élevage des animaux subit également une perte
économique significative due aux maladies infectieuses causées par les bactéries résistantes.
Aux Etats-Unis, les chiffres révélent que cette perte représente environ 20 % de la valeur
totale de la production avicole, soit pres de trois fois la perte attribuée a la mortalité des
animaux elle-méme (Berghiche et al., 2018).
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La résistance aux antibiotiques se produit par le biais d'une série de mécanismes de
résistance dont les principaux sont : la modification de la cible des antibiotiques, la
Diminution de la pénétration ou augmentation de I’excrétion de 1’antibiotique, I’inactivation
enzymatique de ’antibiotique et le system d’efflux (Munita et Arias, 2016).

Au cours de la derniere décennie, une prévalence croissante de la résistance aux
antibiotiques a été observée principalement chez les bactéries a Gram négatifs d’origine
animale. Parmi ces derniéres, des cas particulierement préoccupants ont été signalés chez
Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii et les Enterobacteriaceae. Ces germes
ont développé des résistances contre les différentes familles d’antibiotiques, en particulier :
les Bétalactamines qui englobent les pénicillines et les céphalosporines. Les infections
provoquées par ces microorganismes ont conduit les professionnels de la santé a recourir aux
Carbapénemes et la Colistine, qui étaient autrefois considérés comme des antibiotiques
utilisés en dernier recours. Par conséquent, 1’augmentation de leurs utilisation ces dernieres
années a conduit a 1I’émergence des souches résistantes aux antibiotiques de dernier recours
(Baba Ahmed-Kazi Tani et Arlet, 2014; Luo et al ., 2020).

La colistine est un antibiotique polypeptidique qui appartient a la classe des
polymyxines. Il est considéré comme un médicament de dernier recours pour combattre les
infections causées par des bactéries multirésistantes (MDR) et résistantes aux Carbapénémes.
Il cible le lipopolysaccharide (LPS) de la membrane externe des bactéries gram-négatives, sa
liaison au LPS augmente la perméabilité de la membrane bactérienne et entraine une fuite du
contenu cytoplasmique et, en fin de compte, la mort cellulaire. Le principal mécanisme de
résistance a la colistine chez les bacilles & Gram négatifs (BGN) implique la modification du
lipide A du LPS suite a un gene appeler Mobilized colistin resistance (mcr) qui code pour une
enzyme catalysant I'ajout de phosphoryléthanolamine aux groupes phosphates du lipide A.
En 2015, ce gene a été identifié dans un plasmide conjugatif, et donc transférable, dans des
isolats d'Escherichia coli d'origine animale en Chine. Cela suggére un lien potentiel entre
I’apparence des génes mcr et l'utilisation de la colistine comme facteurs de croissance dans
I'industrie avicole. Jusqu'a présent, neuf variantes des genes mcr, de mcr-1 a mcr-9, ont été

identifiées dans différentes espéces d'entérobactéries (Luo et al .,2020).
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De plus, des études antérieures ont mis en évidence le role des élevages d’animaux dans
I’émergence et la propagation des bactéries multi-résistantes (BMR). En outre, il a été
rapporté que les élevages sont considérés comme des réservoirs de bactéries résistantes, voire
multi résistantes, et contribuent a la transmission de souches résistantes d'origine animale a

I'nomme et a I'environnement(Oppliger, 2016).

Bien que des efforts considérables aient été déployés ces dernieres années pour tenter de
maitriser la propagation de la résistance aux antibiotiques dans les élevages, il subsiste des
lacunes importantes a combler. Il est évident que des études épidémiologiques
supplémentaires sont nécessaires, en complément de celles déja réalisées, afin de mieux

comprendre et controler la propagation et la montée de la résistance aux antibiotiques.

C’est dans ce contexte, et au vu de la rareté d’informations concernant la prévalence de
tels organismes dans les élevages en Algérie en général, et particulierement dans la région de
Bordj Bou Arreridj( BBA) , nous nous sommes intéressés par 1’étude de la résistance aux -
lactamines, et a la colistine chez les BGN dans différentes sources animales (aviaires, ovins et

bovins).

De ce fait, I'étude menée avait pour objectif, dans un premier temps, d'isoler et
d'identifier des BGN a partir d'échantillons préleves sur des animaux dans différentes zones
de la ville de BBA puis, dans un second temps, d’évaluer la sensibilité in vitro de ces
microorganismes aux antibiotiques, en accordant une attention particuliere aux antibiotiques
de dernier recours et , enfin, de déterminer I'identité et la fréquence des bactéries a Gram
négatif productrices de p-lactamases a spectre étendu (BLSE) dans les prélevements
d'animaux de la région de BBA.
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Chapitre I1: Matériel et méthodes

1. Objectifs

L’étude qui a été menée a le but, dans un premier temps, d’isoler et d’identifier des
bactéries a gram négatifs d’origine animales provenant de différentes régions de la ville de
bordj Bou Arreridj, puis dans un second temps , d’évaluer la sensibilité aux antibiotiques in
vitro de ces germes , avec un intérét particulier vis-a-vis des antibiotiques de dernier recours
(Colistine).
2. Cadre d’étude
2.1. Lieu et période de I’étude

La présente étude a été faite dans quatre Elevages situées dans la wilaya de BBA et,
plus précisément, dans les communes d’El Achir, Hasnaoua, Ain soltan, Ain taghrout durant
une période de 2 mois allant du 08 Mars Jusqu’au 06 Mai (Cf. Figure 01).

. 4 Y
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ayotaslt yvolF

¥ Région des prélévements de |’espece aviaire
h Région des prélevements de I’espéce ovine

- Région des prélevements de l’espece bovine

Figure 1: Une carte géographique montre les lieux des préléevements

2.2. Population étudiée

La facilité d’accées des élevages et la disponibilité des éleveurs ont été les seuls critéres
de choix.

Notre travail a porté sur des prélévements de 3 espéces animales: ovine, bovine et

avicole. Pour les cas de volaille, il s’agit des cas cliniques regus au laboratoire du cabinet
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vétérinaire de Dr Beghoura.R, provenant d’¢élevages suspects de la colibacillose aviaire située
dans des fermes privées.

Pour les deux espéces, ovine et bovine, il s’agit des prélevements de matieres fecales
effectués dans des fermes privées situées dans différentes régions de la wilaya de BBA.
3. Matériel utilisé

Le matériel utilisé est constitué de la verrerie, I’appareillage, les milieux de cultures et
les différents réactifs (voir annexes 1).
4. Meéthodes
4.1. Phase de prélévements

Un totale de 25 sujets différents (malade, sain/ male, femelle) ont été inclus dans notre
travail (Cf. Tableau I).

Tableau I:Nature et nombre des échantillons étudiés

Espéces Ovine Bovine Volaille (cas clinique)

Nature de Matieres fécales Matieres | Liquide Liquide Surface du
prélevement fécales intestinal inflammatoire | Foie
Nombre d’échantillon 5 3 17

Toutes les informations concernant les échantillons sont regroupées dans des fiches de
renseignements. (\Voir annexes 2).
4.1.1. Prélévements des cas claniques

Les prélévements ont été réalisés au niveau de la salle d’autopsie du laboratoire
vétérinaire en utilisant la méthode de I'écouvillonnage. Les échantillons ont été prélevés a
partir de liquide inflammatoire, de la surface du foie et du liquide intestinal. L’écouvillonnage
consiste a passer un écouvillon de coton (écouvillon stérile) sur la surface infecter dans un
mouvement de zigzag combinée a une rotation ensuite replacée 1’écouvillon délicatement

dans son tube (CF. Figure 02) (Denis, 2011).
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Figure 2: Réalisation des prélevements des cas cliniques volaille

4.1.2. Prélévement de la matiere fécale

Une quantité de 10 gramme de matiere fécale fraiche est prélevee a I’aide d’une spatule
stérile et placée dans des boites stériles étiquetées en indiquant le numéro d’échantillons et la
datte de prélevement. Les échantillons ont été transportés dans un sac isotherme (CF. Figure
03).

Figure 3: Prélévements de matiére fécale « espéce ovine »

4.2. Analyses bactériologiques

Les analyses bactériologiques ont été réalisées au laboratoire d’analyses
microbiologiques du cabinet vétérinaire Dr Beghoura.R et le laboratoire de microbiologie du
département de science de la vie et la nature a 1’Université Mohamed el Bachir el Ibrahim
Bordj Bou Arreridj (CF. Figure 04).

Elle est réalisé en suivant les étapes décrite dans la méthode francaise de routine NF U
47-101 de Novembre 2007 (BENKLAQUZ , 2017).
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Figure 4: Lieu de réalisation des analyses bactériologiques

4.2.1. Phase d’enrichissement
4.2.1.1. La matiere fécale

L’enrichissement est réalisé en mélangeant 5ml de bouillon nutritif (BN) (Pronadisa®;
Spain) et 2 grammes de matiere fécale dans des tubes a essai et ensuite incubé le tout a 37 °C
pendant 24 heures.
4.2.1.2. Les cas cliniques (volailles)

On retire délicatement 1’écouvillon de son tube et on le place dans un tube a essai
contenant 5 ml de (BN). Ensuite, on incube le tube a 37 °C pendant 24h.
4.2.2. Phase d’isolement et de purification des souches
4.2.2.1. Ensemencement sur les milieux sélectifs

Des ensemencements ont été réalises sur des milieux sélectifs contenant des
antibiotiques que nous avons préparés au préalable, dans le but de réaliser une sélection
primaire des Bacilles Gram-Négatifs (BGN) résistantes aux B-lactamines a spectre étendu

(Cefotaxime) et aux antibiotiques de derniers recours (Imipenéme et Colistine).

4.2.2.1.1. Préparation des milieux sélectifs

Pour les milieux sélectifs, nous avons utilisé de la gélose de Mac Conkey (Liofilchem®;
Italie) a laquelle nous avons ajouté les antibiotiques suivants (Imipenéme, cefotaxime et
colistine). La préparation des milieux a été réalisée en suivant le protocole suivant (Bardet et
al., 2018) (CF. Figure 05 et 06).
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e Milieu spécifique 1: Mac Conkey + cefotaxime (1pg/1ml).
e Milieu spécifique 2: Mac Conkey + imipenéme (1pg/iml).
e Milieu spécifique 3: Mac Conkey + colistine (4pg/iml).

Figure 6: Les antibiotiques utilisés « Colistine, Imipenéme, Cefotaxime »

4.2.2.1.2. Ensemencement proprement dit

Le lendemain, aprés avoir homogénéisé la suspension bactérienne, nous avons prélevé une
goutte de celle-ci a l'aide de I'anse de platine, puis nous l'avons étalée sur la surface de la
gélose a l'aide d'une pipette rateau. Ensuite, nous avons placé les plaques dans une étuve a
37°C pendant 18 a 24 heures (Denis et al., 2007) (CF. Figure 07).
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Figure 7: Ensemencement et incubation des échantillons

4.2.2.2. Purification des souches
Lors de la lecture a 24 heures, les colonies apparues ont été décrites sur le plan
macroscopique (forme, taille, couleur et odeur). Chaque type de colonie a été ensuite repiqué
sur une gélose Mac Conkey pour sélectionner les bactéries a Gram Négatifs et en méme temps
obtenir une culture pure. Ces boites ont été ensuite incubées a I’étuve (37 °C) pendant 24h
(Denis et al., 2007).
4.2.3. Phase d’identification des souches
L’identification des souches isolées a été réalisée en se basant sur la détermination de
leurs caractéres morphologiques et biochimigques.
4.2.3.1. ldentification morphologique
4.2.3.1.1. Examen macroscopique
Cette étape nécessite 1’observation directe de la colonie a I’ceil nue afin de décrire leur
taille, leur aspect, leur forme et leur couleur (Denis et al., 2007).
La morphologie des colonies sur la gélose Mac Conkey oriente le diagnostic. Il permet
la différenciation entre colonies lactose + et lactose - :
- Colonie rose a rouge brique (lactose +).
- Colonies incolores (lactose -) (Fraperie et Lasserre, 2016).
Ainsi, certains BGN se présentent comme suit:
- Les colonies d’Escherichia coli sont roses a rose foncé (Lactose +), seches, entourées
par un halo opaque rose foncé de sels biliaires précipités.
- Les colonies de Klebsiella sont souvent muqueuses, grandes et rose foncé a pale.
- Les colonies de salmonella, Proteus, Yersinia sont incolores et la gélose entourent ces
bactéries devienne transparente (Fraperie et Lasserre, 2016).
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4.2.3.1.2. Examen microscopique
Basé sur 1’observation microscopique des cellules bactériennes apres la coloration de
Gram.
4.2.3.1.3. Coloration de Gram
v Principe
La coloration de Gram est 1’une des étapes clés dans notre travail, elle permet de
déterminer la forme, la pureté ainsi que la nature biochimique de la paroi des cellules
purifiées (Denis et al., 2007).
v" Technique
Cette étape est basée sur I’utilisation des produits suivants : le colorant Violet de
gentiane (REACTIFS RAL®; France), le Lugol, L’Ethanol (EDEN LABO®;Algérie) et le
colorant Fuchsine (BIOCHEM Chemopharma®; Belgique) (CF. Figure 08).

Figure 8: Application des colorants de Gram

v Lecture
Sous le microscope optique, 1’observation est effectuée avec un objectif x 100apres
I’addition d’une goutte d’huile d’immersion. Les bactéries & Gram positifs apparaissent en
violet foncé, tandis que et les bactéries a Gram négatifs sont colorées en rose.
4.2.3.2. ldentification biochimique
4.2.3.2.1. Test oxydase
v Principe
Le test de l'oxydase nous permet de distinguer les bacilles a Gram négatif non
fermentatifs (positifs a I'oxydase) des entérobactéries (négatifs a I'oxydase) (Boukerouaz et
Benmehidi, 2017).
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v Technique
Nous réalisons ce test en déposant un disque d’oxydase (HIMEDIA® ; India) sur une
lame stérile en verre, puis en 'humectant avec une goutte d’eau distillée. Ensuite, nous
utilisons une pipette Pasteur stérile pour prélever une partie de colonie et 1I’étaler sur le disque

d’oxydase (Boukerouaz et Benmehidi, 2017) (CF. Figure 09).

BRI e ot
“lidase Discs

Etteriological: gjf(p[e,‘mg’]
Y %1 Oxidase testing

<rinsrer keSS

|

ot g,

Figure 9: Test oxydase

v Lecture
La lecture se fait apres 30 secondes. Si une couleur Blue —Violette apparait sur le
disque, cela indique la présence d’une réaction positive a 1’oxydase.
4.2.3.2.2. Test catalase
v Principe
Ce test permet de détecter la présence  de 1’enzyme «catalase » qui catalyse la
décomposition du peroxyde d’hydrogéne (H202) en H20 avec dégagement d’oxygene

(Reiner, 2017), selon la réaction suivante:

Catalase

H202 > H20+% 02

v' Technique
On applique une goutte d’eau oxygénée sur une lame de verre stérile, puis on ajoute
une petite quantité de culture bactérienne prélevée a partir d’un isolement (Reiner, 2017) (CF.
Figurel0).
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Figure 10: Test catalase

v Lecture
La présence de catalase et la dégradation de I’eau oxygénée sous l’action de cette
enzyme est traduit par la formation de bulles d’air sous forme de mousse (Reiner, 2017).
4.2.3.2.3. ldentification par galeries biochimiques
Pour I’identification biochimique des souches nous avons utilisé trois types de galeries :
e Lagalerie APl (20 E) (BIO MERIEUX ®, France) pour I’identification des bacilles
a Gram négatifs oxydase négative.
e La galerie APl (20NE) (BIO MERIEUX ®, France) pour identification des BGN
non entérobactérie oxydase variable.
e Lagalerie classique.
Galerie API (20E)
v Principe
La galerie API 20E est un systéme utilisé¢ afin d’identifier les Enterobacteriaceae et
Autres bacilles a Gram négatifs par la détermination des caractéristiques biochimiques de
certaines souches.
Ce systeme représenté par une bande comporte 20 cupules qui contiennent chacun un
milieu réactionnel déshydraté différent.
Les réactions qui se déroulent pendant la période d’incubation entrainent des
changements de couleurs dans les milieux réactionnels, spontanément ou révélés par
I’addition des réactifs(Bio Mérieux SA, 2010a).

12
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v Technique

L’identification par la galeric API20E est baser sur I’utilisation des souches
bactériennes jeunes en phase de croissance exponentielle (ensemencées sur milieu GN coulé
dans des boites de pétrie et incubées a 37°C pendant 18 a 24h).

A partir d’une culture jeune nous avons préparé une suspension bactérienne en
dissolvant 1 ou 2 colonies a 1’aide d’une anse de platine dans 5Sml d’eau physiologique. La
suspension a été homogénéisée soigneusement et ajustée a une opacité de 0,5 sur I’échelle de
Mac Farland (Cf. Figure 11).

McFarland Standards
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Figure 11: Solutions de Mc Farland (Bioanalytic GmbH)

L'étape suivante consiste a assembler le fond et le couvercle d'une boite d'incubation,
puis a répartir environ 5 ml d'eau distillée dans les puits pour créer une atmosphére humide.
Ensuite, la boite est marquée avec le code identifiant de la souche.

L’ensemencement des cupules a partir de la suspension bactérienne est réalisé
délicatement a ’aide d’une pipette pasteur afin d’éviter la création des bulles d’air qui

pourraient fausser les résultats.
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‘ Introduire la suspension bactérienne dans chaque tube a l'aide d'une pipette Pasteur
Xﬁﬂﬁr‘lle ouverte pointe appuyée a l'intérieur et sur le c6t€ pour éviter la formation de
ulles

Recouvrir

Remplir de suspension le tube et la
cupule

Pour les TeSTECI:: b aE URE

d'huile de paraffine
Pour les tests : ADH, LDC, ODC, H,S,

Figure 12: Techniques d’ensemencement de la galerie API20E (Damien Klein)

- Pour les tests CIT, VP, GEL, remplir tube et cupule.
- Pour les tests : ADH, LDC, ODC, H2S, URE, le tube est rempli de la suspension puis
recouvert d’huile de paraffine afin de créer une anaérobiose.
- Pour les autres tests, nous remplissions uniquement les tubes (et non les cupules).
Enfin, la boite est refermée et incubée a 37°C pendant 24 heures.
Apres I’incubation de 18-24 h, les réactions produites se traduisent par virages colorés
ou réveles par 1’addition de différents réactifs pour la lecture :
Kovac : est ajouté au test IND, une couleur rose diffusant sur toute la cupule indique
une réaction positive.
TDA : est utilisé pour le test TDA si une couleur marron-rougeatre apparaisse, la
réaction est positif.
VP 1+2 : on ajoute une goutte de VP1 et VP2 dans le test VP et on attendre minimum
10 minutes, si une couleur rose ou rouge apparaitre la réaction est positive(Bio Mérieux SA,
2010a).
v’ Lecture
La lecture de la galerie est réalisée en se référant au tableau de lecture (voir annexe 3)
aprés I’addition des réactifs. Les souches sont identifiées a I’aide  d’un logiciel
d’identification réalisées par J-Noé&l JOFFIN a partir du travail de Michel CAVALLA, des
observations de Jean CAU (Cf. Figure 13, 14,16).
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Feuilles de calcul pour I'identification microbienne
Réalisées par J-Nogl JOFFIN a partir du travail de Michel CAVALLA, des observations de Jean CAU
Mise & jour des bases de données : [ 14-mai-03]

Mode d'emploi

Sélectionner, 4 l'aide de l'onglet, la galerie utiliséz.

Remplrr a l'aide des + et - tous les caractéres testés.

La machine affiche alors en haut de la page :
le taxon le plus probable
un indice de typicité évaluant la concordance entre le taxon trouvé et les caractéres habituels du taxon
une évaluation, en fonction de cet indice, de la validité de I'identfication.

Taxon le bable
Serratia marcescens TB Id 3 =
T 00—

Figure 13: Logiciel de lecture des api 20 E et api 20 NE
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Figure 14: Page de lecture de galerie APl 20 E

Galerie API (20NE)
v Principe
La galerie APl 20 NE compte 20 cupules contenant des substrats déshydratés. Ces
microtubes sont inoculés avec une suspension bactérienne qui reconstitue les milieux.
Les réactions produite durant la période d’incubation se traduisent par des virages

colorés spontanés ou réveles par I’addition des réactifs(Bio Mérieux SA, 2010b).

Figure 15: API 20 NE
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v Lecture
Apreés avoir ajouté les réactifs, la lecture des résultats s'effectue a l'aide d'un tableau de

lecture, tandis que I'identification est obtenue a I'aide d'un logiciel d'identification.

API20 NE |
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Figure 16: Page de lecture de galerie APl 20 NE

Galerie Classique

En raison de Il'indisponibilité et du colt des Galerie API, nous avons dd recourir a la
méthode classique pour compléter I'identification des souches.

v Principe

L'identification des BGN par la galerie classique repose sur l'observation de criteres
biochimiques tels que le métabolisme respiratoire, protéique, lipidique, glucidique et
I'utilisation des sucres, sur 8 milieux différents : le milieu TSI (Tri-Sugar Iron Medium),
mannitol-mobilité, urée-indole, Clark et Lubs, ONPG (Ortho-Nitrophényl-B-galactoside),
milieu LDC, milieu ADH et citrate de Simmons.

Nous avons utilisé trois milieux principaux (Selon la disponibilité des milieux) :

1. Milieu TSI (Tri- Sugar Iron Medium)
Ce milieu permet I’identification des souches bactériennes par la mise en évidence
rapide de cinq criteres :
- L’utilisation du trois sucres : le glucose, le lactose et le saccharose.
- Laproduction d’hydrogene sulfuré (H2S).

- Le Dégagement du gaz (provenant de la fermentation du glucose).
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v Technique
A l'aide d'une pipette Pasteur, nous avons ensemencé en réalisant des stries sériées de la
surface inclinée jusqu'a la ponte, en terminant par une piqlre centrale. Les tubes seront
ensuite incubés a 35 °C pendant 18 a 24 heures.
v Lecture
Le premier paramétre c’est le virage de la couleur du milieu comme résultat de la
fermentation du lactose, glucose, saccharose :
- Virage du culot au jaune : glu (+) et le Virage de la pente au jaune : sacch / lac (+).
- Le découlement de la gélose indique une production du gaz (+) et ’apparition des
traces noires sur le milieu montrer une production de sulfure d’hydrogene H2S (+).

- Lalecture a été réalisée en se référant au tableau cité ci-dessous(Biorad, 2006).
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Figure 17: Tableau d’interprétation bactérienne du test sur milieu TSI

2. Citrate de Simmons
Ce milieu permet d’identifier 1’utilisation du citrate de sodium comme seul source de
carbone (seules les bactéries possedant un citrate perméase peuvent se développer sur ce

milieu) et le sel d’ammonium (N) comme source de nitrate.
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v Technique
On a ensemencé en réalisant des stries seriées sur la moitié inférieure de la surface
inclinée (la pente reste comme témoin) a 35 °C pendant 18 a 24 heures.
v Lecture
Le changement de couleur du milieu en bleu indique un test de citrate positif. Si le
milieu reste vert, cela signifie un test de citrate négatifs.
3. Milieu urée indole
Ce milieu permet la mise en évidence de 1’activité enzymatique de 1’uréase (hydrolyse
de I'urée par I’'uréase) et de tryptophanase (hydrolyse du tryptophane par la triptophanase et la
production de I’indole).
v' Technique
On a ensemencé délicatement quelques colonies de la souche dans un milieu urée
indole et incubé pendant 24 heures a 35°C.
v’ Lecture
Apres l'incubation, quelques gouttes de réactif de Kovac ont été ajoutées. La formation
d'un anneau rouge indique un test d'indole positif, tandis que la formation d'un anneau clair

indique une réaction négative.

4.2.4. Antibiogramme

Apres identification des différentes souches des BGN, une recherche de la sensibilité
aux antibiotiques a été réalisée par la méthode de diffusion en milieu solide selon la technique
préconisé par PEUCAST(Marisa et al., 2021) .

v Principe

Les disques d’antibiotiques sont déposés a la surface d’un milieu adéquat qui est déja
ensemencé avec une culture pure de la bactérie a tester.

Aprés une incubation de 24h, les boites de Pétri sont examinées par la mesure des
zones d’inhibition entourant les disques.

Les diameétres obtenus sont ensuite compares aux valeurs critiques des différents
disques d’antibiotiques testés, afin de déterminer la catégorisation clinique (résistant,
Intermédiaire, sensible).

Le diamétre de la zone d’inhibition est proportionnel a la sensibilité de la bactérie testée

(BIORAD, 2013) .
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e Les antibiotiques utilisés dans I’antibiogramme
Nous avons utilisé un totale de 7 antibiotiques de différentes générations et de

différentes familles (CF. Tableau Il et Figure 18) :
Tableau I1: Les antibiotiques utilisés dans I'antibiogramme

La famille L’antibiotique Sigle La charge La

marque

Pénicillines Amoxicilline AMC 30 (ng) | BioRad
(France)

Polymexine Colistine COL 10(pg) BioRad
(France)

Phénicolés Chloramphénicol CHL 30(ng) BioRad
(France)

Sulfamides Triméthoprime STX 25 (ng) BioRad
Sulfaméthoxazole (France)

Fluoroquinolones Ofloxacine OFX 5 (ng) BioRad
(France)

Céphalosporine Céftriaxone CRO 30 (ng) BioRad
(France)

Aminosides Gentamycine GEN 50(ng) BioRad
(France)

Figure 18: Les disques d’antibiotique utilisés
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e Préparation de I’inoculum
A partir d’une culture jeune incubée pendant 18h, nous avons préparé une suspension
bactérienne en dissolvant plusieurs colonies pures dans 1’eau physiologique stérile toute en
agitant pour atteindre une turbidité équivalente a celle de I’étalon 0,5 de la gamme de Mac
farland EUCASTE (Marisa et al., 2021) .
v" Ensemencement
A Tl’aide d’un écouvillon stérile, on effectue un écouvillonnage en trempant
I'écouvillon dans la suspension bactérienne (il est important d'éliminer I'exces de liquide).
Ensuite, on passe I'écouvillon sur toute la surface du milieu en frottant de haut en bas de
maniére homogene. En tournant la boite a 60°, on répete I'ensemencement trois fois. Enfin, on
passe I'écouvillon sur les c6tés de la boite.
v Application des disques d’antibiotiques
- les disques d’antibiotiques sont déposés a la surface de la gélose a la pince flambée.
- Les disques doivent étre parfaitement appliqués a plat sans glissement en appuyant
légérement sur la surface de la gélose (Cf. Figure 19).

Figure 19: Application des disques d’antibiotiques

v Incubation
- Les boites sont incubées pendant 24 h a 37°C au plus tard 15 minutes apres avoir été

inoculées.
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v' Lecture
La lecture ce fait par la mesure des diamétres des zones d’inhibition- qui refletent la
présence d’une activité antimicrobienne - a I’aide d’une régle.
L’interprétation de 1’’antibiogramme se fait en comparant le diamétre de la zone

d’inhibition et I’intervalle de la valeur critique de chaque antibiotique ):

Tableau I11: Diamétres critiques des différents antibiotiques testés

Antibiotiques R (mm) I (mm) S (mm)
Amoxicilline <13 [14 - 21] >22
Chloramphénicol <18 [19 - 22] >23
Colistine <15 [16] >17
Gentamicine <15 [16 - 18] >19
Céftriaxone = [10 - 20] >21
Ofloxacine <28 [29 - 33] >34
Triméthoprime Sulfaméthoxazole <9 [10 - 16] > 17

- Si le diametre est supérieur a la valeur critique ——> Bactérie sensible (S).
- Si le diamétre est inférieur a la valeur critique —> Bactérie résistante (R).
- Si le diamétre est inclus dans [D’intervalle de la valeur critique, D’activité

antimicrobienne est dite intermédiaire (Marisa et al., 2021).

4.2.5. Recherche des souches productrices de BLSE par teste de synergie

v Principe

Le test de synergie a été réalisé en disposant un disque damoxicilline + acide

clavulanique (AMC) (20/10 pg) a une distance de 2 mm (centre a centre) d'un disque de
céphalosporine de 3éme génération (Ceftriaxone / cefotaxime).On recherchera une BLSE
devant un diamétre inférieur aux valeurs suivantes :

- Céfotaxime (CTX a 27 mm).

- Céftazidime (CAZ a 22 mm).

- Céftriaxone (CRO a 25 mm).

- Aztréonam (ATM a 27 mm).
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v Technique

L’Ensemencement de la souche été réalisé par écouvillonnage a partir d’une suspension
bactérienne d’une culture de 18 h (selon le méme principe que nous avons suivi dans
I’antibiogramme).

Ensuite, On dépose les trois disques d’antibiotiques (Amoxicilline + acide clavulanique
(AMC), Cefotaxime (CTX), Ceéftriaxone (CRO) au centre de la boite d’une fagon
asymétrique (on laisse un diametre de 2 cm ente eux).

Les boites de pétri sont incubées pendant 18 heures & 37C.

v' Lecture
La Présence d’une image de synergie ou « bouchon de Champagne » indique une

production de BLSE (positive) par la souche. Ce bouchon est le résultat de I’inhibition des
BLSE par I’acide clavunique, et la stimulation de 1’activité des céphalosporines de troisi¢me
génération en présence de ce dernier.

L’absence du bouchon indique un BLSE négative.
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Chapitre 111 : Résultats et discussion

1. Résultats
1.1. Reésultats des analyses bactériologiques

1.1.1. Résultats globaux
Les examens bactériologiques ont révélé que sur les 25 échantillons analysés, 11 étaient
mono-microbiennes (44%), 11 bi-microbiennes (44%), 2 tri-microbiennes (8%) et un seule

tétra-microbienne (4%).

Ces résultats sont représentés dans la figure suivante :

I Monomicrobien

O bimicrobien
trimicrobien

O tétramicrobien

Figure 20: Répartition des isolats

Au total, nous avons obtenu 43 isolats & Gram négatifs en culture pure, provenant

respectivement de I'origine aviaire (n = 30), ovine (n = 7) et bovine (n = 6).
Ces résultats sont regroupés dans le Tableau IV.

Tableau IV: Nombre globale des souches isolées par espece animale

Espéces Nombre de bacteéries isolées
Ovine 7
Bovine 6
Volaille 30
Total 43
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Figure 21: Aspect des Bacilles Gram-Négatifs apres coloration de Gram

1.1.2. Pourcentage globale des Bacilles Gram-Négatifs isolées
En analysant I'aspect morphologique et en effectuant des tests biochimiques sur les
souches isolées, nous avons pu réaliser une identification préliminaire permettant de

différencier les entérobactéries des non-entérobactéries.

A partir de lI'analyse de 25 échantillons, nous avons obtenu 43 isolats a Gram négatif en

culture pure, répartis comme suit : 41 entérobactéries (95%) et 2 non entérobactéries (5%).

Ces résultats sont représentés sous forme d’un diagramme (Figure 22).

5%

Entérobactéries
95% 01 Non entérobactéries

Figure 22: Pourcentage des Bacilles Gram-Négatifs isolées
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Ce graphe démontre clairement la nette prédominance des entérobactéries, qui

représentent la quasi-totalité des isolements bactériens (95%).

1.1.3. Répartitions des Bacilles Gram-Négatifs isolées dans chaque espéce animale

Sur les 41 entérobactéries identifiées, 28 sont d’origine aviaire (68%), 7 sont d'origine
ovine (17%) et 6 appartiennent a I'espéce bovine (15%). De plus, il est a noter que les deux
souches non entérobactéries isolées dans notre étude sont d'origine aviaire seulement (100%).

Ces résultats sont représentés sous forme d’un diagramme (Figure 23).

100%

%

1 Enterobactéries
Non enterobactéries

179 159

Volaille Ovine Bovine

Figure 23: Répartition des BGN chez chaque espéce animale

1.1.3.1. Répartitions des Bacilles Gram-Négatifs isolées dans I’espéce aviaire
L’identification biochimique nous a permet de ressortir le genre (n= 17) et I’espéce (n= 8)
des 30 souches d’origine aviaire. Le nombre et le pourcentage de chaque espece et /ou genre,

sont représentés dans le tableau V.

Tableau V: Fréquences des germes résultants de I'espece aviaire

Bacterie isolee Nombre Fréquence
Serratia spp 5 17%
Klebsiella spp 5 17%
Escherichia coli 3 10%
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Enterobacter spp 3 10%
Photobacterium damsella 2 7%
Citrobacter spp 2 7%
Proteus mirabilis 2 6%
Salmonella arizonae 1 3%
Cronobacter spp 1 3%
Yersinia spp 1 3%
Non identifié 5 17%
Total 30 100%

On constate une prédominance de Serratia spp et Klebsiella spp avec un pourcentage de
17%, suivies par Enterobacter spp et Escherichia coli avec une fréquence d'isolement de
10%. En troisieme position, on trouve Citrobacter spp, Proteus mirabilis et Photobacterium
damsella, avec une fréquence de 7% chacun. Les autres especes sont moins représentées,
telles que Yersinia spp, Cronobacter spp et Salmonella arizonea, dont 5 souches (17%)

restent non identifiées.

Ces résultats sont représentés dans la figure 24 sous forme d’un diagramme.

[ Serratia spp

S —— Escherichia coli
- 17% 17%

7% [ klebsiella spp

M Enterobacter s
3% _pp
= Salmonella arizonea
. N

30 Proteus mirabilis

m Citrobacter spp

. m Yerisinia spp

3% Cronobacter spp
® Photobacterium damsela

Figure 24: Reépartition des souches isolées a partir des cas cliniques aviaires
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1.1.3.2. Répartitions des Bacilles Gram-Négatifs isolés dans I’espéce Ovine
Les fréquences relatives des BGN isolés dans 1’espéce Ovine, sont représentées dans le
tableau V1.

Tableau VI: Fréquences des germes résultants de I'espéce ovine

Bactérie isolée Nombre Fréquence
Escherichia coli 6 86 %
Enterobacter aerogenes 1 14 %

Nous observons que parmi les entérobactéries identifiées chez les ovins, il y a eu six
souches d'Escherichia coli (86%) et une souche d'Enterobacter aerogenes (14%) (CF. Figure
25).

~

Escherichia coli

86% Enterobacter aerogenes

Figure 25: Répartition des souches isolée a partir la matiére fécale des ovins

1.1.3.3. Reépartitions des Bacilles Gram-Négatifs isolés dans I’espéce Bovine

La répartition de différentes BGN d’origine Bovine est présentée dans le tableau V1.

Tableau VII: Fréquences des germes résultants de I'espece bovine

Bactérie isolée Nombre Fréguence
Serratia spp 3 50%
Enterobacter spp 2 33%
Providencia stuartii 1 17%
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Nous apercevons la présence de trois souches de Serratia spp, deux souches

d'Enterobacter spp et une souche de Providencia stuartii.

Ces résultats sont représentés sous forme d’un diagramme (Cf. Figure26).

17% . :
° | = Serratia spp

50%
33% Enterobacter aerogenes

- I Providencia stuarti

Figure 26: Répartitions des souches isolées a partir la matiére fécale des bovins
Chez les bovins, la fréquence la plus élevée est observée chez Serratia spp, représentant
la moitié du pourcentage total. Ensuite, on trouve Enterobacter spp avec un pourcentage de

33%, suivi de Providencia stuartii avec un pourcentage de 17%.

1.2. Résultats des antibiogrammes

Au total, 38 souches de BGN identifiées ont fait I’objet d’une évaluation de leur
sensibilité in vitro aux antibiotiques.

Les résultats de lI'antibiogramme révelent une distribution intéressante des résistances a
la gamme d'antibiotiques utilisés en médecine vétérinaire (AMC, CHL, COL, GEN, CRO,
OFX, STX) chez les trois espéces animales : Aviaire, Ovine et Bovine.

Ces résultats sont présentés par le tableau V111 et illustrés par la figure 27.
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Tableau VI11: Résultats des antibiogrammes

Aviaire Ovine Bovine
(25 souches) (7 souches) (6 souches)
R | S R | S R | S
AMC 92% 8% 0% 100% 0% 0% 100% 0% 0%
CHL 64% 8% 28% 0% 0% 100% 17% 33% 50%
COL 44% 52% 4% 14% 86% 0% 67% 33% 0%
GEN 32% 68% 0% 0% 86% 14% 50% 50% 0%
CRO 48% 48% 4% 14% 86% 0% 67% 33% 0%
OFX 96% 4% 0% 0% 0% 100% 50% 50% 0%
STX 68% 4% 28% 0% 0% 100% 33% 17% 50%
% de Resistances
des BGN
100%
90% + T
80%
70% -+
60% 1 @ Aviaires
500 1 @ Ovins
40% 1 @ Bovins
30%
20% -+
o 7
10% Antibiotiques
0% ‘
AMC CHL COL GEN CRO OFX STX

Figure 27: Profil globale de la résistance des souches isolées par espéce animale

D’apres les résultats obtenus a partir des souches isolés de 1’espéce aviaire, la majorité
des souches montrent une réesistance aux fluoroquinolones (OFX), aux B-lactamines (AMC,
CRO), aux sulfamides (STX) et aux phénicoles (CHL) avec des taux de résistance de 96%,
70%, 68% et 64% respectivement. Des pourcentages de résistance de 44% pour les
polymixines (COL) ont également été observés. Un faible taux de résistance de 32% est

présent pour les aminosides (GEN).
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Les souches identifiées chez 1’espeéce ovine ont développées une résistance moyenne
aux p-lactamines (AMC, CRO) avec un taux de (57%). Par contre une fréquence de 14% a été
enregistrée vis-a-vis les polymixines (COL). Nous avons remarqué aussi une absence totale
de résistance (0%) chez les autres familles d’antibiotiques (les phénicolés, les aminosides,

les fluoroquinolones et les sulfamides).

En ce qui concerne l'espece bovine, nous avons remarqué un taux trés élevé de
résistance de 1’ordre de (83,5%) vis-a-vis les B-lactamines (AMC, CRO), et un moyen
pourcentage de (67%) pour les polymixines (COL), (50%) pour les aminosides (GEN) et les
fluoroquinolones (OFX). En revanche, nous avons noté des faibles fréquences de résistance
de (33%) vis-a-vis les sulfamides (STX) et (17%) vis-a-vis les phénicolés (CHL).

1.3. Les profils de multi-résistante
Le tableau ci-dessous présente les différents profils de multi résistance des souches étudiées

vis-a-vis des 06 familles d’antibiotiques utilisés.

Tableau 1X: Profils de multi-résistances des souches isolées

Antibiotypes Profil N(%)
AMC COL A 1(3%)
AMC OFX B 2(7%)
OFX COL C 1(3%)
OFX STX D 1(3%)
AMC OFX CHL E 2(7%)
AMC OFX STX F 3(10%)
AMC CRO STX OFX G 3(10%)
AMC CRO STX CHL H 1(3%)
AMC OFX STX COL I 1(3%)
AMC OFX STX CHL J 2(7%)
COL OFX STX GEN K 1(3%)
AMC CRO OFX COL STX L 1(3%)
AMC CRO OFX COL CHL M 1(3%)
AMC CRO OFX CHL GEN N 1(3%)
AMC CHL OFX STX GEN 0] 1(6%)
AMC CHL OFX STX COL P 2(6%)
AMC CRO CHL OFX STX GEN Q 3(10%)
AMC CRO CHL OFX STX COL R 2(7%)
AMC CHL OFX STX COL GEN S 1(3%)
Total 30(100%)

Suite aux résultats de I’antibiogramme nous avons détecté 19 profils de multi résistance

dont la majorité des souches développent une résistante aux bétalactamines.
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Parmi les souches étudiées, 16% des souches ont développé une résistance a au moins
deux familles d’antibiotiques. Nous avons identifi¢ 4 profils de résistance a deux familles
specifiques (A, B, C, D). De plus ; 30% des souches ont monté une résistance a au moins trois
familles d’antibiotiques (E, F, G, H) ce qui représente le pourcentage le plus élevé de multi

résistance.

D’autre part, 22 % souches (profils I, J, K, L, M, N) sont résistantes a au moins 4
familles d’antibiotiques, tandis que 29 % des souches présentent une résistance a cing familles
d’antibiotiques (O, P, Q, R) ce qui représente un pourcentage pratiquement similaire. Le profil
«S » est particulierement remarquable, car la souche associée a développé une résistance a
six familles d'antibiotiques utilisées, incluant, les bétalactamines, les Polymixines, les

Phénicolés, les sulfamides, les fluoroquinolones et les aminosides.

1.4. Résultats de recherche de Bétalactamines a spectre élargie (BLSE)

Parmi les 43 souches de BGN isolées et testées, 11 ont été résistantes au moins a une
C3G, et ont un diameétre inférieur a 27 mm pour la et sont donc suspectées d’étre productrice
de BLSE.

D'apres les résultats obtenus, nous avons identifié la présence de 5 souches (représentant
45% des souches suspect) qui sont productrices de B-lactamase a spectre étendu, présentant
une image de synergie en forme de bouchon de champagne (voir Figure 30). Ces souches
appartiennent aux espéces suivantes : Enterobacter aerogenes (9%), Serratia odorifera
(27%), et Klebsiella oxytoca (9%).

Ces résultats sont représentés dans la figure ci-dessous.

9% klebsiela
oxytoca

27% serratia‘\
odorifera
01 BLSE Positif

O BLSE Négatif

9% Enterobacter
aerogenes

Figure 28: Fréquences des souches productrices de BLSE
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Figure 29: Aspect d’une souche BLSE positive « bouchon de Champagne »

2. Discussions

Dans notre étude, les résultats indiquant que 95% des germes appartiennent a la famille
des entérobactéries, tandis que les 5% restants sont des non entérobactéries. Ces résultats sont
en accord avec d'autres études portant sur les préléevements de matieres fécales d'origine ovine
et bovine, ainsi que sur des cas cliniques de colibacillose aviaire. Ces études ont rapporté un
taux de présence d'entérobactéries de I'ordre de 71%(Abbassi et al., 2017; Cécile Okalla
Ebongue et al., 2015).

La cohérence des résultats entre notre étude et les études antérieures renforce la fiabilité
de nos observations. La prédominance des entérobactéries dans les prélevements de matiéres
fécales est une caractéristique commune, et cette famille bactérienne est souvent associée aux

infections et aux déséquilibres de la flore intestinale.

Les entérobactéries sont largement répandues dans le tractus gastro-intestinal des
animaux et des humains. Cependant, dans le cas de la colibacillose aviaire, certaines souches
pathogénes d'E. Coli peuvent provoquer des infections opportunistes, généralement chez des

oiseaux ayant un systéeme immunitaire affaibli ou confrontés a des conditions de stress.

Il est important de noter que la fréquence des entérobactéries peut varier en fonction de

divers facteurs tels que I'alimentation, I'environnement et la santé des individus.

Il est intéressant de constater que parmi les entérobactéries d'origine aviaire isolées dans
notre étude, Serratia spp et Klebsiella spp sont les plus frequemment retrouvées, avec une

fréquence de 17% pour Serratia spp et pour Klebsiella spp.
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Ce classement est similaire a celui rapporté par I'étude menée par Meki en 2022 dans
I’Algérie (Meki, 2022) .

Cependant, il convient de noter qu'il existe un décalage entre les pourcentages rapportés
dans notre étude et ceux de I'étude de (Meki, 2022) qui rapporte des fréquences d'isolement
plus élevées pour Klebsiella spp et Serratia spp, avec un moindre pourcentage dans notre

étude. Cette différence peut étre expliquée par plusieurs facteurs.

Tout d'abord, la nature des prélevements peut jouer un role important. Dans I'étude de
(Meki, 2022), les prélévements ont été effectués a partir de différentes sources telles que la
surface, les ceufs a couver, les fientes et les sujets vivants, ce qui peut influencer la diversité et
la fréquence des bactéries isolées. En revanche, notre étude se concentre sur des cas cliniques

atypiques spécifiques, ce qui peut conduire a une sélection différente des bactéries identifiées.

De plus, la taille de I'échantillon peut également influencer les résultats. L'étude de
(Meki, 2022) a porté sur 580 prélevements, tandis que notre étude est basée sur seulement 17
cas cliniques. Une plus grande taille d'échantillon peut fournir une représentation plus

compléte de la diversité bactérienne et des fréquences d'isolement.

Il est donc important de prendre en compte ces facteurs lors de l'interprétation des
résultats et de reconnaitre que les variations dans les méthodologies d'échantillonnage et les
populations étudiées peuvent conduire a des différences dans les pourcentages d'isolement des

entérobactéries.

Dans I'étude réalisée sur l'espéce ovine, un total de 7 souches de BGN ont été isolées a
partir des matieres fécales. Parmi ces souches, 86% ont été identifiées comme étant
Escherichia coli (E. coli), et la deuxiéme position revient a Enterobacter aerogenes. Une
étude similaire menée par (Barour et al., 2019) en Algérie a montré un pourcentage de 100%

de souches isolées a partir des matiéres fécales.

La prédominance d'E. coli dans ce type de prélévement s'explique par le fait que cette
bactérie fait naturellement partie de la flore intestinale des animaux, y compris des ovins. Elle
est rarement responsable d'une infection primaire, mais elle peut devenir pathogéne en

présence des facteurs déclenchant spécifiques.

Dans la présente étude, un total de 43 souches bactériennes ont été isolées, parmi

lesquelles 6 souches de BGN ont été identifiées chez I’espéce bovine, notamment Serratia
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spp, Enterobacter spp et Providencia stuartii. Ces bactéries sont fréquemment isolées dans les
matiéres fécales des vaches laitieres (Tahar et al., 2020) . La prédominance de Serratia spp
et I'absence totale d'Escherichia coli (E. coli) peuvent étre directement liées a un déséquilibre

dans le microbiote intestinal des animaux étudiés.

Il convient de noter que seulement 3 échantillons ont été prélevés pour I'espece bovine
dans notre étude. Le faible nombre d'échantillons peut avoir une influence significative sur le
nombre de souches isolées et étudiées. Une plus grande taille d'échantillon pourrait fournir
une représentation plus complete de la diversité bactérienne présente dans les matiéres fécales

des bovins.

Depuis plusieurs années, I'émergence de la résistance aux antibiotiques constitue un

probléme majeur tant pour la santé vétérinaire que pour la santé humaine.

Dans notre étude sur I'espece aviaire, nous avons observé un taux élevé de résistance
des bacilles a Gram négatifs aux fluoroquinolones (96%), aux sulfamides (68%) et aux béta-
lactamines (70%). Les phénicolés ont montré un taux de résistance moyen (64%), tandis que
les polymyxines ont affiché un taux de résistance de 44%. En revanche, le pourcentage de
résistance pour la famille des aminosides était faible (32%).

Ces résultats sont cohérents avec ceux présentés dans I'étude (Mohamed, 2009) et
(Khennouchi, 2016), qui ont également constaté une résistance élevée des bacilles a Gram
négatif aux béta-lactamines, aux sulfamides et aux fluoroguinolones. Cependant, I'étude
d'Abbassi et al. (2017) a montré des pourcentages de résistance moyens aux béta-lactamines

et aux aminosides pour les souches de bacilles a Gram négatifs isolées chez les volailles.

Par ailleurs, nos résultats different de ceux rapportés dans I'étude frangaise (ALPHA,
2013), qui a signalé une absence totale de résistance dans la famille des aminosides.

Dans nos résultats, le pourcentage de resistance des BGN a la colistine atteindre un
taux moyen (44%), il se rapproche de celui rapporté par (Blanco et al., 1997) qui ont montré

un taux de 67%.

D'autre part, nous avons observé chez I'espéce ovine que les bacilles a Gram négatifs
ont développé une résistance non négligeable aux antibiotiques de la famille des B-lactamines
(AMC, CRO) avec un taux de 57%. En revanche, la fréquence de réesistance enregistree vis-a-

vis des polymixines était de 14%. Ces pourcentages sont supérieurs aux résultats de I'étude
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de(Abbassi et al., 2017) ,qui ont montré un taux de résistance des BGN aux p-lactamines trés
faible (22,85%).

En ce qui concerne les isolats bovins, nous avons observé une résistance €levée aux [3-
lactamines (AMC, CRO) avec un taux de 83,5%. Les polymixines, les aminosides et les
fluoroquinolones ont également montré un pourcentage moyen de résistance compris entre
50% et 67%. En revanche, des fréquences de résistance plus faibles ont été observées vis-a-
vis des phénicolés et des sulfamides, avec des pourcentages allant de 17% a 33%. Nos
résultats sont similaires a ceux de I'étude de (Martel, 2000) tandis que I'étude de (Abbassi et

al., 2017)a montré des taux de résistance beaucoup plus bas par rapport a nos résultats.

Cette augmentation de la résistance aux antibiotiques dans certaines familles est
largement attribuée a l'utilisation abusive, excessive et non réglementée des antibiotiques en
médecine vétérinaire, tant a des fins thérapeutiques gu'en tant que promoteurs de croissance et
préventifs contre les infections. De plus, le développement de la résistance a la colistine peut
s'expliquer par I'émergence de genes de résistance et la présence de nouveaux variants,
comme le démontre I'étude de(Luo et al.,2020b). lIs ont identifié neuf variants de genes mcr,
allant de mcr-1 a mcr-9, qui ont été détectés dans différentes espéces d'entérobactéries. Cela
suggere une évolution et une adaptation continues des bactéries face a I'exposition aux

antibiotiques.

Plusieurs familles d'antibiotiques ont perdu leur efficacité contre les bacilles a Gram
négatifs en raison de la présence de réservoirs contenant des génes de résistance et de
multirésistance. La dissémination de ce phénomene est causée par une utilisation incontrélée
des antibiotiques en médecine vétérinaire (David, 2021). Dans notre étude, nous avons
observé que 25 isolats (84%) étaient résistants a 3 familles d'antibiotiques ou plus. Ces
résultats different totalement de ceux de I'étude de (Abbassi et al., 2017) qui a montre que
44,2% (77 isolats) etaient resistants a 3 familles d'antibiotiques ou plus. Cette différence peut
s'expliquer par le nombre différent d'isolats étudiés et la dissémination des genes de résistance

correspondant aux antibiotiques.

Dans notre étude, parmi les 11 souches suspectes comme des souches productrices des
bétalactamases, seulement 5 souches ont été positifs et considéré comme des BLSE positifs,
ce qui représente 45% des souches suspectés. Ce pourcentage est largement inférieur a celui
rapporté par KRAMER, 2016 sur les animaux d’élevage (avicole, bovine ...etc.) de différente

ferme dont le taux des souches confirmés comme productrice de BLSE est de (70%).
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L’apparence des BLSE est liée principalement a ’utilisation excessive, inappropriée, et
anarchique des antibiotiques par les éleveurs d’une fagon prophylactiques (prévention contre

les infections) et pour améliorer le rapport poids/aliment.

L'utilisation intensive d'antibiotiques dans la production animale exerce une pression de
sélection simultanée sur les entérobactéries commensales, favorisant ainsi le developpement
et le maintien de la résistance antimicrobienne chez ces bactéries. La résistance, en particulier
aux céphalosporines de troisieme genération (C3G), est liée a I'émergence de nouvelles
enzymes béta-lactamases a spectre élargi (BLSE) telles que BES-1, CTX-M-1, PER-1, SFO-
1, TLA-1, Toho-1, VEB-1(Philippon, 2013). Cependant, les B-lactamases de type bla SHV ,
blaTEM et blaCTX-M. sont les plus prédominantes chez les bactéries Gram-négatifs (Ahmed
and Shimamoto, 2011) .

Ainsi, les enzymes de type béta-lactamases a spectre élargi (BLSE) ont été largement
observées chez les animaux d'élevage. Par exemple, en Chine, une souche d'E. coli ST162 a
été identifiée, présentant a la fois une résistance aux céphalosporines de spectre étendu
(BLSE) et au géne de résistance aux colistines (Mcr-1). Cette souche a été détectée dans des
aliments destinés a la consommation humaine, ainsi que dans les matieres fécales d'animaux

d'élevage et de compagnie (Yang et al., 2018).

De plus, dans la région de Bordj Bou Arreridj en Algérie, des souches d'E. coli
multirésistantes ont été récemment identifiées chez des cas de mammite bovine. Ces souches
présentent des genes de résistance contre quatre classes d'antibiotiques différentes, a savoir les
B-lactamines, les aminosides, les fluoroquinolones et les tétracyclines (Tahar et al., 2020).

Ces résultats indiquent que le choix des antimicrobiens est trés limité si ces isolats
infectent les animaux ou I’homme. Ainsi, une surveillance stricte de I’antibiorésistance des
BGN d’origine animale est nécessaire pour empécher I'émergence et la propagation des

bactéries multirésistantes.

Par ailleurs, il est crucial de souligner que la résistance des bacilles & Gram négatifs
(BGN) aux céphalosporines a large spectre et a la colistine pose un grave probléeme de santé
publique. Les céphalosporines sont largement utilisées comme traitement de premiere
intention, tandis que la colistine est considérée comme un traitement de dernier recours. Cette

résistance croissante compromet l'efficacité de ces médicaments essentiels dans le traitement
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des infections, ce qui limite les options thérapeutiques disponibles et augmente les risques

pour la santé humaine et animale(Yousfi et al., 2019).
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Conclusion
La résistance aux antibiotiques est un phénomene qui ne cesse pas a se propager dans

1’ Algérie et dans le nord d’Afrique.

L’objectif de notre étude est d’évaluer cette résistance aux antibiotiques de dernier
recours chez les bacilles a gram négatif isolés de trois especes animales : la volaille, les ovins

et les bovins dans la wilaya de Bordj Bou Arreridj.

Sur les 43 souches isolées, nous avons identifié 38 entérobactéries, principalement
d’origine volaille (68%), ovin (17%), et bovin (15%).

L’étude de la sensibilité, in vitro, des BGN identifiés vis a vis des antibiotiques a révelé
une résistance non négligeable des germes pour quatre familles a savoir : les Bétalactamines,

les Fluoroquinolones, les Phénicoles et les Polymyxines.

De plus, nous avons constaté que la résistance aux antibiotiques de dernier recours était la
plus élevée chez les bovins, avec un taux de 67%. Ensuite, nous avons détecté un taux de
résistance de 44% chez les volailles, tandis que le taux le plus faible a été observé chez les
ovins, avec seulement 14% de résistance. Ainsi, 5 souches de BGN ont été confirmé

phénotypiquement productrices de BLSE.

Cette étude reste préliminaire en raison de différents facteurs qui ont limité le suivi de la
recherche. Parmi ces facteurs, nous pouvons citer le nombre réduit d'échantillons,
I'indisponibilité des moyennes et des disques d'antibiotiques, ainsi que la courte durée de
réalisation de cette étude. Par conséquent, il est nécessaire de compléter ce travail en
augmentant le nombre d'échantillons afin d'inclure un plus grand nombre de souches. Une
étude moléculaire est également souhaitée pour déterminer les genes de résistance et leur

support moléculaire dans les souches qui ont deja été soumises a une étude phénotypique.
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Annexe 1

<

Matériel utilisé :

Ecouvillon stérile

Pipette pasteur

Tubes a essai

Lame et lamelle

Micropipette

Boites stériles

Boites de pétrie

Bec bunsen

Etuve

Microscope

Bain marie

Les Milieux de cultures

1. Milieu de cultures solides

Mac conkey agar) Liofilchem ®; ITALY)

Gélose nutritive (BioKar diagnostics ® ; FRANCE )
Mueller Hinton Agar (BioKar diagnostics ®; FRANCE )
2. Milieu de cultures liguides :

- Bouillon nutritives (Pronadisa® ; Spain).

- Eau physiologique (0,9%) (Institut pasteur d’Alger).
Les teste biochimiques :

- Api 20 E et Api 20 NE (BIO MERIEUX ® ; France)
Les réactifs

- Kovacs : (Institut pasteur d’ Alger)

- TDA : (Tryptophane Désaminase) (Institut pasteur d’ Alger)

- Réactif de James

Galerie classique : (TSI (triple sugar Iron ) ), citrate de Simmons.

Disques d’oxydase (HIMEDIA® ; India)
Disques d’antibiotiques : (bio Rad ® ; FRANCE)
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Annexe 2
Fiches de renseignements
e Espeéce aviaire
N° de Age région Utilisation d’ATB Dernier
prélevement dans le traitement | traitement par
ATB
V-1 35] El Achir oui +15j
V-2 35] El Achir oui +15j
V-3 39 El Ach oui +15j
V-4 39 Ben-daoued oui +15j
V-5 39 ] Ben-daoued oui +15j
V-6 35] El Achir oui -15j
V-7 38 ] El mhir oui -15j
V -8 35] El mhir oui +15j
V-9 14 semaines | Sidi Embarek non /
V -10 16 semaines | Sidi Embarek non /
V-11 58 semaines | Sidi Embarek oui +15j
V-12 58 semaines | Sidi Embarek oui +15]j
V -13 58 semaines | Sidi Embarek oui +15]j
V-14 8éme semaine | hasnaoua non /
V-15 8éme hasnaoua non /
semaine
V-16 35] Bordj ghedir oui +15j
V-17 38 ] Ain soltan oui -15j
e Especes Ovine
N° de Age Région Sexe | Présence /Non Utilisation de la | Dernier
prélévement M/F | d’autres espéces | colistine dans le | traitement
traitement par ATB
O-1 Adulte Ain soltan F Non Non +15j
0-2 Adulte Ain soltan F Non Non +15j
0-3 Agneau EL Achir M Oui (bovine Non /
/volaille)
0-4 Adulte El Achir M Oui (bovine Non /
/volaille)
0-5 agneau lachbour F Oui (volaille) Non /
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e [Espéce Bovin
N° de Age Région Sexe Présence /Non | Utilisation de la Dernier
prélevement d’autres colistine dans le | traitement par
M/F especes traitement ATB
B-1 3ans | Hasnaoua F Oui (Ovin/ non mentionner +15 jours
caprin)
B-2 10ans | Hasnaoua F Non non mentionner +15 jours
B-3 4ans Ain F Oui non mentionner +15jours
Taghrout (Volaille/ovin)
Annexes 3
Tableau de lecture AP120E
Microtube Substrat Caractére recherché Lecture directe ou indirecte (Test si nécessaire) Résultat + Résultat -
ONPG | Ortho-Mitro-Phényl-Galactoside | f-galactosidase Leciure direcle
ADH Argining Arginine dihydrolase
LoC Lysine Lysine décarboxylase Leciure direcie ™1 '
ODH Cmithine Ormnithine décarboxylase ’
cir Citrate Utilisation du citrate Lecture direcle ' '
H:S Thiosulfate de sodium Production d'H2S Leclura directe ’
URE Urée Uréase Lecture directe '
L Leciure indirecte
DA Tryptophane Tryplophane désaminase Test: ajouter 1 goutte de Perchlorre de Fer '
S Leciura indirecta
IND Trypiopnan Production dindale Test - ajouter 1 goutte de réacti de Kovacs
fura indi I i i 1
VP Pyruvata de sodium Production d'acétoine #gitll ;lng:eﬁt; é':‘::fﬂiéir:'{' ;'tr?-s.ﬁ]apthc'
GEL Eaé:l?ctrlis d:rzﬁﬂn’[s;;:ant des Gélatinase Lecture directe . -
GLU a ARA | Substrat carbané Utilisafion de subsirat carboné Leciure direcie I‘ '
Lectura indirecte dans la cupule GLU
NOz/N; | Mitrates (NO3) Nitrate réductase Test - ajouter 1 goutte de réactf de Griess .
Ajouter de la poudre zine en cas de résultat négatif
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Résumé

L'augmentation croissante de la résistance aux antibiotiques chez les bacilles & Gram-
négatives (BGN) notamment d’origine animale est en train de devenir une crise mondiale
critique. L’utilisation intensive d'antibiotiques dans le secteur d'élevage des animaux et dans
la médecine vétérinaire conduit rapidement 1’émergence de divers génes de résistance. Ces
génes induisent des mecanismes de résistance multiples qui diminuent I’efficacité des

antibiotiques.

Cette étude vise a identifier et évaluer les fréquences des BGN productrices de B-lactamases a
spectre étendu, ainsi que la sensibilité a certaines familles d'antibiotiques d'importance

critique, en particulier les antibiotiques de dernier recours tels que la colistine.

Au cours de ce travail, un total de 43 souches de BGN ont été isolées a partir d'échantillons
d'origine animale, notamment ovine, bovine et aviaire. Les échantillons prélevés étaient de
nature différente : des matiéres fécales pour les ovins et bovins, collectées dans différentes
zones de la wilaya de Bordj Bou Arreridj, et des cas cliniques regus au laboratoire vétérinaire
pour les volailles. Dans ce contexte, nous avons identifié 38 souches, toutes étant des

Entérobactéries.

L’étude de la sensibilité des BGN vis-a-vis de sept antibiotiques a été réalisée en utilisant la
méthode de diffusion par disques. Les résultats ont révélé des taux de résistance élevé a la

plupart des antibiotiques utilisés.

Des taux élevés de résistance ont été observés pour les bétalactamines AMC/CRO (70 %), les
fluoroquinolones OFX (49 %) et les polymyxines COL, tandis que les sulfamides STX (33,6
%), les phénicolés CHL et les aminosides GEN ont affiché des pourcentages de résistance
plus faibles (27 %). Parmi les 43 souches isolées, 30 d'entre elles présentaient une résistance
multiple. De plus, 5 souches des BGN ont été confirmé phénotypiquement productrices de
BLSE.

Mots clés : Bacilles Gram-Négatifs (BGN), résistance aux antibiotiques, B-lactamases a

spectre étendu (BLSE), colistine, ovins, bovins, aviaire, Algérie.
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Abstract

The growing incidence of antibiotic resistance in Gram-negative bacilli (BGN), particularly of
animal origin, is becoming a critical global crisis. The intensive use of antibiotics in animal
husbandry and veterinary medicine is rapidly leading to the emergence of various resistance
genes. These genes induce multiple resistance mechanisms that reduce the efficacy of

antibiotics.

This study aims to identify and evaluate the frequencies of extended-spectrum B-lactamase-
producing BGNs, as well as their susceptibility to certain families of critically important

antibiotics, in particular last-resort antibiotics such as colistin.

In the course of this work, a total of 43 BGN strains were isolated from samples of animal
origin, including ovine, bovine and avian. The samples taken were of different kinds: faeces
for sheep and cattle, collected in different areas of the wilaya of Bordj Bou Arreridj, and
clinical cases received at the veterinary laboratory for poultry. In this context, we identified

38 strains, all of which were Enterobacteriaceae.

BGN susceptibility to seven antibiotics was studied using the disk diffusion method. The
results revealed high rates of resistance to most of the antibiotics used.

High rates of resistance were observed for betalactam AMC/CRO (70%), fluoroquinolones
OFX (49%) and polymyxins COL, while sulfonamides STX (33.6%), phenicoles CHL and
aminoglycosides GEN showed lower percentages of resistance (27%). Of the 43 strains
isolated, 30 showed multiple resistance. In addition, 5 BGN strains were phenotypically

confirmed as ESBL producers.

Key words: Gram-negative bacilli (BGN), antibiotic resistance, extended-spectrum [-
lactamases (ESBL), colistin, sheep, cattle, avian, Algeria.
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