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Résumé

Aujourd’hui, on assiste a une dissémination des souches d’entérobactéries résistantes aux
ceéphalosporines de troisieme génération (ERC3G) et d’entérobactéries résistantes aux
carbapéneémes (ERC) dans les produits alimentaires d’origine animale. Dans ce contexte, les
objectifs de ce travail sont I’isolement de ces bactéries a partir de la viande de poulet

commercialisée a Tébessa et I’estimation de leur prévalence dans cette denrée.

Ce travail a porté sur 36 échantillons de blanc de poulet, les ERC3G et les ERC ont été
isolées sur milieu Mac-Conkey additionné de céfotaxime (CTX) et d’imipénéme (IMP)
respectivement. La prévalence des ERC3G était de 61% et celle des ERC était de 39%.
Cinquante-deux isolats ont été retenus, dont 31 isolés sur Mac Conkey + CTX et 21 isolés sur
Mac Conkey + IMP. Seclon I’aspect macroscopique, les isolats ont été attribués aux
entérobactéries : Salmonella, Shigella, Proteus mirabilis (44 %), Escherichia coli (25%),
Serratia, Citrobacter (25%) et Klebsiella pneumoniae (6%).

Notre étude a montré une forte prévalence de contamination par les ERC3G et les ERC
dans la viande de poulet. Par conséquent, ces bactéries pourraient étre transférées aux humains
via la chaine alimentaire, causant de graves problemes de santé publique et de sécurité

alimentaire.

Mots clés: céphalosporines de troisieme génération, carbapénemes, résistance aux antibiotiques,

entérobactéries, viande de poulet.



Abstract

Today, we are witnessing the dissemination of third-generation cephalosporin-resistant
Enterobacteriaceae (3GCRE) strains and carbapenem resistant Enterobacteriaceae (CRE) in
food products of animal origin. In this context, the objectives of this study are the isolation of
these bacteria from chicken meat marketed in Tébessa and the estimation of their prevalence in

this commodity.

This study focused on 36 samples of chicken breast, 3GCRE and CRE were isolated on
Mac-Conkey medium supplemented with cefotaxime (CTX) and imipenem (IMP) respectively.
The prevalence of 3GCRE was 61%, and that of CRE was 39%. Fifty-two isolates were selected,
including 31 isolated on Mac-Conkey + CTX and 21 isolated on Mac-Conkey + IMP. According
to the macroscopic appearance, the isolates were assigned to enterobacteria: Salmonella, Shigella,
Proteus mirabilis (44%), Escherichia coli (25%), Serratia, Citrobacter (25%), and Klebsiella

pneumoniae (6%).

Our study revealed a high prevalence of contamination by 3GCRE and CRE in chicken
meat. Therefore, these bacteria could be transferred to humans through the food chain, leading to

serious public health and food safety concerns.

Keywords: third-generation cephalosporins, carbapenems, antibiotic resistance,

enterobacteria, chicken meat.
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Introduction

Durant les trois dernieres décennies, la filiere avicole algérienne a connu I’essor le plus
spectaculaire parmi les productions animales en particulier la viande de poulet, qui lui confére

désormais une place de choix dans I’économie nationale en général (Kaci et Cheriet, 2013).

L'utilisation des antibiotiques en aviculture se réveéle aujourd’hui indispensable, non
seulement pour des besoins préventifs et curatifs, mais aussi pour des besoins économiques, afin
d’accroitre la productivité des poulets de chair. Cependant, le non-respect des normes de
construction des batiments d’élevage et des mesures sanitaires et hygiéniques, et surtout 1'usage
excessif et non controlé de ces antibiotiques dans 1’élevage, a contribué au développement de
I'antibiorésistance, devenue un probleme de santé publique (Amairi, 2021; Djemli et Fadel,
2021).

La résistance aux antibiotiques est étroitement liée a I'introduction de ceéphalosporines a
large spectre et d'antibiotiques carbapénemes, dont l'utilisation a considérablement augmenté
I'efficacité de I’antibiothérapie en médecine humaine et vétérinaire (Rybak et al., 2022). De
plus, il a été demontré que les animaux sont les principaux réservoirs de bactéries résistantes aux
antibiotiques, qui peuvent se propager a I'nomme par contact direct ou via la chaine alimentaire
(Bedekelabou et al., 2020). C'est pourquoi, les carbapénemes et les céphalosporines de troisieme
génération sont a réserver autant que possible a la médecine humaine pour éviter le

développement des résistances (Ben Youssef et Hajji, 2016).

Le probleme d'antibiorésistance dans les produits alimentaires d’origine animale
notamment la viande de poulet, devient de plus en plus sérieux, ce qui a suscité notre intérét a

faire une investigation dans cette perspective a travers cette étude, dont les objectifs sont :

1) isolement d’entérobactéries résistantes aux céphalosporines de troisiéme génération
(ERC3G) et d’entérobactéries résistantes aux carbapénémes (ERC) a partir de la viande
de poulet commercialisée dans la région de Tébessa;

2) estimation de la prévalence de contamination de la viande de poulet par ces

entérobactéries résistantes.

Ce manuscrit est divisé en trois chapitres. Le premier chapitre sera une synthése
bibliographique avec des généralités sur la viande de poulet, puis les céphalosporines de

troisieme génération et les carbapénémes ainsi que les mécanismes de résistance des



entérobactéries aux béta-lactamines. Le deuxieme chapitre sera consacré a la présentation du
matériel et de la méthodologie utilisés dans la réalisation du travail. Le dernier chapitre
présentera les résultats obtenus ainsi que leur discussion. Enfin, nous terminerons par une
conclusion générale et quelques perspectives.






Chapitre | Synthése bibliographique

I.1. Généralités sur la viande de poulet

1.1.1. Définition de la viande de volaille

Le codex Alimentarius définit la chair de volaille comme la partie comestible de tout
oiseau domestique, y compris les poulets, les dindes, les canards, les oies, les pintades et les
pigeons, tués en abattoir (Codex Alimentarius, 2015).

1.1.2. Qualités de la viande de poulet
1.1.2.1. Qualité nutritionnelle

La viande de poulet est une excellente source de protéines (Tableau 1) et des vitamines
du groupe B comme la vitamine B3 qui permet de conserver une peau saine, et la vitamine B6 qui
entre dans le processus de régulation et de construction des tissus. Elle est trés riche en minéraux
particulierement le zinc et le sélénium. Elle représente une source alimentaire de fer héminique et
d’azote. Par ailleurs, elle est peu calorique et relativement pauvre en graisses, c’est la raison pour

laquelle la viande de poulet est considéree comme la viande de régime (Djemli et Fadel, 2021).

Tableau 1 : Composition nutritionnelle de la viande de poulet pour 100 g
(Bellahoues et Gouizi, 2017).

Produit Eau Protides Graisses Cendres Calories (KJ)

Poulet 75% 22.89 09¢g 129 439

1.1.2.2. Qualité hygiénique

La viande de poulet doit étre exempte des germes pathogénes et dangereux pour la santé
de I'étre humain, pour étre propre a la consommation; de méme, elle ne doit contenir aucun résidu

médicamenteux, source éventuelle d'antibiorésistance et d'allergie (Cardinale et al., 2000).

Dans la filiere avicole, la viande peut étre contaminée par des microorganismes a
différentes étapes de la chaine de transformation. Deux types de dangers microbiologiques

peuvent étre distingués de leurs gravités et de leurs origines (Boudouika et Ghiat, 2017).



Chapitre | Synthése bibliographique

a) Bactéries d'altération

» Flore d’origine endogéne

Les appareils digestifs et respiratoires et la peau des animaux sont un réservoir des

microorganismes qui contaminent la carcasse.

e Flore du tube digestif

La plupart des germes de contamination endogéne sont d’origine intestinale. Ce sont des
bactéries anaérobies (Clostridium, Bacteriodes), aéro-anaérobies (entérobactéries: E. coli,
Salmonella..), microaérophiles (entérocoques et Campylobacter), des moisissures (Aspergillus sp,
Penicillium sp) ou des levures (Saccharomyces, Candida). Ils contaminent le muscle au cours de

I’éviscération et de découpe de la carcasse (Boudouika et Ghiat, 2017).

e Flore de surface

La peau des volailles est porteuse de nombreux germes tels que les coliformes, les
staphylocoques, les streptocoques et Pseudomonas qui contaminent la carcasse par contact direct

ou indirect par un moyen de travail (comme le couteau) (Boudouika et Ghiat, 2017).

e Flore des voies respiratoires

Parmi les sources de contamination superficielle, le systéme respiratoire (cavité

nasopharyngée) renferme essentiellement des staphylocoques (Boudouika et Ghiat, 2017).
> Flore d'origine exogene

La contamination exogéne peut étre d'origine humaine a partir des régions de la bouche,
de la peau, du nez et de la gorge qui contiennent des germes tels que les staphylocoques, ou bien
d’origine environnementale par la poussiére, I'eau, etc. Aussi, ce type de contamination peut étre
dd a I'utilisation d'équipements ou de matériels mal nettoyés (couteaux, bacs...) (Bellahoues et

Gouizi, 2017).
b) Bactéries pathogénes

La viande de poulet peut étre contaminée par des bactéries pathogenes comme
Salmonella ssp, Listeria monocytogenes, Clostridium botulinum, Clostridium perfringens,
Staphylococcus aureus, Shigella et E. coli 0157 : H7 (Mahboub et Mansouri, 2021).
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1.2. Usages et intéréts des antibiotiques en élevage avicole

Selon le Codex Alimentarius (2003), les systémes modernes de production alimentaire
devraient étre congus et gérés de maniére a garantir que I’exposition des volailles destinées a

I’alimentation, & des médicaments vétérinaires ne présente aucun risque pour la santé humaine.

Donc, seules les volailles en bonne santé peuvent étre abattues pour entrer dans la chaine
alimentaire pour la consommation. Pour cela, certains médicaments vétérinaires peuvent étre
donnés si nécessaire aux volailles d’élevage. C’est en particulier le cas des antibiotiques qui sont
utilisés a des concentrations thérapeutiques et sub-thérapeutiques chez les volailles destinées a

I’alimentation humaine (Bellahoues et Gouizi, 2017). Ils sont utilisés pour les raisons suivantes :

> utilisation a titre thérapeutique curatif : pour obtenir la guérison des animaux cliniquement
malades, éviter la mortalité et pour restaurer la production (viande, ceufs, abats, ...etc.) (Djemli
et Fadel, 2021);

> utilisation en métaphylaxie: la métaphylaxie s'applique a partir du moment ot 10 a 15 % des
animaux du lot sont atteints d’une infection collective et trés contagieuse qui a été déclarée

précédemment dans un élevage avec des grands effectifs (Bellahoues et Gouizi, 2017);

> utilisation en antibio-prévention: par l'administration des antibiotiques a des périodes

critiques de la vie, ce qui permet d’éviter totalement 1’expression clinique (Djemli et Fadel,

2021);

> Utilisation en tant qu’additifs dans ’alimentation animale: l'antibiotique est administré a
faibles doses pour augmenter la vitesse de croissance des animaux, par modification de la
composition de la microflore intestinale, qui provoque une meilleure assimilation des

aliments par les animaux (Bellahoues et Gouizi, 2017).

Malgré tous les bienfaits apportés par les antibiotiques dans le but de la production animale
en bonne santé et la lutte contre les maladies infectieuses bactériennes en élevage, l'usage des
antibiotiques présente un grand danger, car ils exercent une pression sélective dans I'environnement
qui touche a la fois la santé animale et la santé humaine c'est I'antibiorésistance, certaines bactéries

deviennent insensibles aux traitements antibiotiques (Djemli et Fadel, 2021).

En aviculture, par exemple, les carbapénemes et les céphalosporines de 3éme génération

n’ont pas d’autorisation de mise sur le marché chez les animaux de rente pour éviter le phénomene

5
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d'antibiorésistance et ils sont réservés autant que possible a la médecine humaine (Ben Youssef et
Hajji, 2016).

1.3. Céphalosporines de troisieme génération et carbapénemes

Ces antibiotiques appartiennent aux B-lactamines, la famille la plus utilisée contre les
entérobactéries en médecine générale en raison de leur faible toxicité, leur activité bactéricide sur
les bactéries en croissance et leur spectre antibactérien plus ou moins large. Les -
lactamines agissent sur la paroi bactérienne en inhibant la derniére étape de la biosynthese de
réseau de peptidoglycane au cours de la croissance cellulaire, ce qui provoque par la suite une lyse
bactérienne (Said, 2015; Sonnet, 2020). La famille des B-lactamines est classée en plusieurs
groupes qui different par leur structure de base : les pénicillines, les céphalosporines, les
carbapénémes, les monobactames et I’acide clavulanique (Sonnet, 2020). Dans notre travail, on

s’intéresse aux céphalosporines de troisiéme génération et aux carbapénemes.
1.3.1. Céphalosporines de troisiéme génération

Les céphalosporines sont des p-lactamines produites par le genre Cephalosporium
(Gouasmia et Hechachenia, 2015). Elles sont caractérisées sur le plan chimique par la présence
d’un noyau céphéme (Figure 1) composé d’un cycle dihydrothiazine attaché au noyau B-lactame
(Sonnet, 2020).
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Figure 1 : Structure de base des céphalosporines (Sonnet, 2020).
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Il existe trois générations de céphalosporines classées selon leur chronologie d'apparition

sur le marché et leur spectre d’activité :

» cephalosporines de premiére génération : comme la céfalotine qui agit sur des bactéries a
Gram positif (staphylocoques et streptocoques) et des bactéries a Gram négatif, mais
inactive sur Pseudomonas aeruginosa;

> céphalosporines de deuxiéme génération :qui sont plus efficaces contre une plus grande
variété de bactéries a Gram négatif (entérobactéries surtout productrices de p-lactamases) et
inactives sur Pseudomonas aeruginosa;

» cephalosporines de troisieme génération : comme le céfotaxime et la ceftazidime, elles
sont treés efficaces sur les bactéries a Gram négatif multi résistantes et les Pseudomonas,
mais inactives sur les Listeria et les entérocoques;

» cephalosporines de quatrieme génération : comme le céfépime, elles agissent plus
largement contre les bactéries a Gram positif et a Gram négatif a la fois, notamment sur les

staphylocoques et les streptocoques (Ben Youssef et Hajji, 2016).

Les céphalosporines sont considérées comme des antibiotiques de deuxieme intention avec
peu d'effets indésirables. Donc, les céphalosporines de troisieme et quatrieme génération sont a
réserver autant que possible a la médecine humaine pour éviter le développement des résistances
(Ben Youssef et Hajji, 2016).

1.3.2. Carbapénemes

Les carbapénemesse distinguent des pénicillines (pénams) par la présence d’un atome de
carbone au lieu d’un souffre en position 1, et le cycle comporte une liaison C2-C3 insaturée
(Figure 2). Les carbapénémes sont stables aux B-lactamases (enzymes hydrolysant les [-
lactamines produites par des bactéries résistantes a ces antibiotiques) en raison de la trans-
orientation des atomes d’hydrogéne en C5 et C6 et a la présence d’une chaine hydroxyethyl en C6
au lieu de la chaine acylamino des pénicillines et des céphalosporines (Wolff et Joly-Guillou,
2008).
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Figure 2: Structure chimique de base des carbapénemes (Wolff et Joly-Guillou, 2008).

Les carbapénemes sont des B-lactamines possédant un trés large spectre antibactérien,
et une grande stabilité envers la quasi-totalité des B-lactamases. Pour cette raison, ils sont les plus
efficaces actuellement dans le traitement des infections nosocomiales séveres. Leur spectre in
vitro couvre un grand nombre d’espéces bactériennes a Gram positif et a Gram négatif ainsi que
les anaérobies (Wolff et Joly-Guillou, 2009).

Les molecules commercialisées de carbapénémes sont : I'imipéneme, le méropeneme,
I'ertapéneme et le doripénéme, qui sont utilisés pour traiter des infections causées par des
bactéries résistantes aux autres f-lactamines comme Escherichia coli et Klebsiella pneumoniae
(Sonnet, 2020). Parmi les carbapénemes, l'imipéneme est l'antibiotique le plus connu. Sa
disponibilité est conditionnée par l'association avec la cilastatine (Vidal R, 2014). L’ imipénéme
est résistant a la plupart des B-lactamases, y compris les B-lactamases a spectre élargi (BLSE)
(Cuzon, Naas et al., 2010).

I.4. Mécanismes de résistance des entérobactéries aux p-lactamines

Geéneralement, les entérobactéries utilisent différents mécanismes pour développer une
résistance aux p-lactamines que ce soit naturelle ou acquise. L’évolution constante de ces
mécanismes et de transfert des génes de résistance ont conduit a l'apparition des souches
d’entérobactéries résistantes a presque tous les antibiotiques disponibles sur le marché, qu'il n'y a
pas dautres possibilités pour faire le traitement. La résistance aux p-lactamines notamment aux
céphalosporines de 3eme et 4éme génération et aux carbapénémes devient plus fréquente, ce qui
représente un grand danger pour la santé humaine en raison de l'inefficacité du traitement
d'antibiotique (Sonnet, 2020).


https://www.vidal.fr/medicaments/substances/cilastatine-6937.html
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1.4.1. Production d'enzymes inactivant les antibiotiques

Le mécanisme prédominant de résistance aux B-lactamines chez les entérobactéries est la
production de B-lactamases qui sont des enzymes hydrolysant les B-lactamines en ouvrant le cycle
B-lactame et menant a la perte d’un groupement carboxyle, provoquant [I’inactivation de
I’antibiotique (Figure 3). Parmi les B-lactamases, on cite par exemple : les céphalosporinases
chromosomiques qu’on les trouve chez les Enterobacter, Citrobacter, Proteus et les
carbapénémases qui sont des B-lactamases plasmidiques qu’on peut les rencontrer notamment chez

Pseudomonas aeruginosa (Lagha, 2015).

S s
‘ Enz-Set OH
) >
/I~ w amas HN\/

COOH Ser COOH COOH
| Antibiotioue Inachf
Enzyme + Enz-OH

Figure 3 : Schéma réactionnel de I’ouverture du cycle B-lactame (Lagha, 2015).
1.4.2. Diminution de la perméabilité

La membrane externe des bactéries a Gram négatif contient des canaux
proteiques hydrophiles appelées les porines, c'est le point dentrée des B-lactamines.
Donc, L’altération des porines par mutation esta l'origine des résistances acquises
aux carbapénemes et céphalosporines de troisieme génération chez les entérobactéries, soit par une
modification structural d’une porine, ce qui a été décrit chez E. coli, soit par une diminution
quantitative de I’expression des porines, qui est la situation la plus fréquente (Amra et Chaabane,
2018; Mechri, 2020).

1.4.3. Modification de la cible des antibiotiques

Comme la modification de la cible des B-lactamines, les PLPs (protéines liant les
pénicillines), qui catalysent 1’étape finale de la biosynthése du peptidoglycane, donc les B-
lactamines ne se fixent pas pour jouer leur rdle (Benzair et Korichi, 2018). Cette résistance peut

étre due a des mutations dans les génes chromosomiques codant pour les PLPs ou a l'acquisition
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de genes étrangers codant pour des nouvelles PLPs ayant une affinité différente aux pB-lactamines
(Mechri, 2020). Chez les entérobactéries, ce mécanisme tres rare. C’est le cas de la résistance des
souches de Proteus mirabilis a I’imipenéme suite a une altération de certaines PLPs (Amra et
Chaabane, 2018).

1.4.4. Hyperproduction de systeme d’efflux

Dans la membrane externe des entérobactéries, on trouve des pompes de nature protéique
capables d'éjecter l'antibiotique hors de la bactéries grace a des mutations qui conduit une
diminution de la concentration intracellulaire de I'antibiotique donc confere une multi résistance

aux antibiotiques (Lagha, 2015).
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11.1. Objectifs

L’antibiorésistance des entérobactéries est un probléeme de santé publique qui connait
actuellement un développement trés rapide et se propage a plusieurs niveaux : dans les hdpitaux,
en communauté, dans I’environnement et méme dans les produits alimentaires, notamment

d’origine animale comme la viande. Dans ce contexte, les objectifs de cette étude ont été :

e I’isolement des entérobactéries résistantes aux céphalosporines de troisieme génération et
aux carbapénemes a partir de la viande de poulet commercialisée dans la région de
Tébessa;

e I’estimation de la prévalence de ces entérobactéries résistantes dans la viande de poulet.

I11.2. Cadre de I'étude

Notre étude a éte effectuée au niveau du laboratoire de microbiologie, département de
biologie appliquée, université Echahid Cheikh Larbi Tebessi-Tébessa, durant une période de deux

mois allant du 28 Février jusqu'au 03 Mai 2023.

11.3. Echantillonnage

Ce travail a porté sur I’analyse de 36 échantillons de blanc de poulet, qui ont été prélevés
de facon aléatoire a partir de différents points de vente dans trois communes : Cheria, Hammamet

et Tébessa (Annexe i).

On a prélevé des échantillons de 100 g de blanc de poulet dans des conditions aseptiques.
Chague échantillon a été conditionné dans un sac plastique stérile unitaire, soigneusement scellé et
étiqueté. On a noté sur le sac : le numéro de I'échantillon, la date et le lieu de préléevement (Figure
4).Les échantillons collectés ont été transportés rapidement dans une glaciere entre + 2 °C et + 8
°C jusqu’a Dl’analyse bactériologique qui doit étre réalisée dans les 48 heures apres

I’échantillonnage.

11
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Figure 4 : Echantillons de blanc de poulet (photos personnelles)

11.4. Isolement des ERC3G et des ERC

11.4.1. Principe de la méthode

La méthode utilisée dans notre travail est la méthode de référence ANSES/LMV/18/01-
Version 01 Février 2018 de I’agence nationale de sécurité alimentaire alimentation,
environnement, travail. Cette méthode est applicable pour la recherche sélective des E. coli
producteurs de BLSE, AmpC (céphalosporinases) et de carbapénémases dans les viandes
fraiches prélevées a la distribution.

Cette méthode a pour principe ['utilisation de milieux additionnés d’antibiotiques

permettant I’isolement sélectif des ERC3G ou aux carbapénémes. Elle comporte cing étapes :

e pré-enrichissement non sélectif;
e isolement sélectif;

e purification;

e identification;

e conservation.

Dans notre travail, I’étape d’identification n’a pas été effectuee en raison du manque des
galeries API20E. Par conséquent, I’orientation vers les entérobactéries est basée sur les caracteres

culturaux et le test oxydase.

Remarque : le protocole de la méthode utilisée a été adapté en fonction des moyens disponibles.

12
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11.4.2. Protocole
a) Pré-enrichissement

v Peser aseptiquement 10g de viande de poulet a partir des prises d’essai homogeénes
réalisées en surface et au cceur de la viande a analyser, en utilisant un couteau stérile pour

chaque échantillon.

v Transférer cette quantité dans un contenant stérile (un sac ziploc ou un bocal en verre
stérile et étiqueté), puis ajouter 90 ml d’eau peptonée tamponnée ou de tryptone sel
(Annexe ii).

v" Incuber a 37 °C pendant 18 a 22 heures.

Figure 5: Etape du pré- enrichissement (photos personnelles)

13
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b) Préparation du milieu de culture additionné des antibiotiques

Le milieu utilisé est la gélose Mac-Conkey (Annexe ii) qui est un milieu d’isolement
ordinaire des bacilles @ Gram négatif non exigeants, dans les matiéres fécales, les urines, les eaux
usées et les aliments. Il permet d’apprécier I’assimilation du lactose par les bactéries grace a la

présence de lactose et de rouge neutre. Aprés incubation, la lecture se fait comme suit :

e colonies roses ou rouges : signifient une acidification du milieu par fermentation du
lactose (lactose +);

e colonies incolores ou jaunes : signifient qu’il n'y a pas d’acidification du milieu
(lactose -) (Senouci et al., 2020).

La gélose Mac-Conkey est préparée, puis additionnée de I’antibiotique juste avant son
utilisation. Elle est additionnée du céfotaxime (CTX) a une concentration finale de 1mg/L pour
I’isolement des ERC3G et de I’'imipéneme (IMP) a une concentration finale de 2mg/L pour

I’isolement des entérobactéries résistantes aux carbapénemes (ERC).
> Préparation de la gélose Mac Conkey

v’ Suspendre 25 grammes du milieu déshydraté dans 500 ml d'eau distillée dans un
bécher.

Bien mélanger et dissoudre en chauffant avec agitation fréquente.

Faire bouillir jusqu'a dissolution complete.

Répartir le milieu dans des flacons a raison de 100ml par flacon.

Stériliser a ’autoclave a 121°C pendant 15 minutes.

Refroidir & 47°C.

AN NN N
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Figure 6 :Préparation de la gélose Mac Conkey (photos personnelles)

» Préparation des solutions d'antibiotiques (Figure 7)

v

Peser dans un petit morceau d'aluminium 1 mg de l'antibiotique céfotaxime en
poudre (Ayataxim ®) et 1 mg de l'antibiotique imipénéme (Samipenem ®) dans
un autre morceau d'aluminium.

Transférer la quantité pesée dans un tube stérile étiqueté IMP ou CTX, en
ajoutant 1 ml d'eau distillée stérile dans chacun des deux tubes.

Bien mélanger et mettre au réfrigérateur.

15
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Figure 7 :Préparation des solutions d'antibiotiques (photos personnelles)

» Addition des antibiotiques a la gélose (Figure 8)
v Ajouter 100 ul de la solution CTX préalablement préparée a 100 ml de gélose
Mac Conkey pour avoir le milieu Mac Conkey + CTX a 1mg/L.
v Ajouter 200 pl de la solution IMP préalablement préparée a 100 ml de gélose Mac
Conkey pour avoir le milieu Mac Conkey + IMP a 2mg/L.
v' Mélanger lentement pour éviter la formation de mousse.
v Couler les milieux dans des boites de Pétri sur lesquelles est noté le nom de

I'antibiotique correspondant (CTX ou IMP) et laisser se solidifier.

Figure 8 : Addition des antibiotiques a la gélose (photos personnelles)
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c) Isolement sélectif
> Isolement des ERC3G

Meélanger doucement la culture pré-enrichie la veille. Prélever une dse de 10 pl et étaler
sur un seul cadran d'une boite de Mac Conkey + CTX (1 mg/L). A partir de ce premier
étalement, procéder a deux étalements supplémentaires en reprenant la méme &se afin

d’obtenir des colonies isolées (Figure 9). Incuber a 37 °Cependant 24 a 48 heures.

> Isolement des ERC

Procéder de la méme maniére pour I’isolement des ERC sur Mac Conkey + IMP & 2mg/L.

Chaque échantillon est ensemencé sur les deux milieux sélectifs a raison d’une boite par

échantillon.

Figure 9 : Isolement sélectif (photos personnelles)

d) Coloration de Gram

Aprés incubation, les colonies présentant un aspect caractéristique des entérobactéries ont
été soumises a 1’examen microscopique par coloration de Gram, pour vérifier s’il s’agit de bacilles

a Gram négatif.
e) Purification

v" Une colonie pour chaque morphologie et couleur observées sur milieux Mac

Conkey + CTX/ IMP est choisie pour une éventuelle purification.

17
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v' Prélever les colonies caractéristiques d’entérobactéries, présentant des bacilles a
Gram négatif, et réisoler chacune sur une nouvelle boite de Mac Conkey de fagon a
obtenir des colonies bien distinctes (Figure 10).

v"Incuber 24 heures a 37 °C.

Figure 10: Purification sur gélose Mac Conkey (photos personnelles)

f) Test oxydase
» Principe

Le test consiste a mettre en évidence la capacité que possede la bactérie a oxyder un
réactif incolore (la N-diméthyl-paraphénylene diamine) en un dérivé violet grace a une oxydase.
Ce test a été réalisé pour les isolats transparents (lactose —) qui peuvent étre des bacilles a Gram
négatif non fermentaires qui possédent généralement une oxydase. Si le résultat est negatif

(oxydase -), I’isolat est consideré comme entérobactérie.

» Mode opératoire (Figure 11)
v A l’aide d’une pince recouverte du papier film, placer un disque d’oxydase sur
une lame propre.

v Imprégner le disque avec quelques gouttes d’eau physiologie stérile.

(\

Prélever une colonie a I’aide d’une pipette Pasteur.
v Frotter doucement la colonie sur le disque et observer I’apparition d’une

coloration violette.

18
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Figure 11 :Test oxydase (photos personnelles)

> Lecture
e Réaction positive : coloration violette dans un délai de 3 secondes;
e Réaction négative: absence de coloration au-dela de 30 secondes (Microbiologie
clinique, 2022)

g) Conservation (Figure 12)
v Repiquer chaque isolat pur sur gélose nutritive inclinée par ensemencement en stries;
v"Incuber 24 heures a 37 °C;
v Conserver les tubes au réfrigérateur ou a température ambiante en position verticale en

notant la date de conservation et le code de ’isolat.
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Figure 12 : Conservation des isolats (photos personnelles)
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Chapitre 111 Résultats et discussion

111.1. Examens préliminaires

Dans notre travail, 1’identification des entérobactéries a été faite selon les résultats des examens
préliminaires : 1’examen macroscopique déterminant les caractéres culturaux, 1’examen

microscopique par coloration de Gram et le test oxydase.
I11.1.1. Examen macroscopique

Ce travail a porté sur I’isolement des ERC3G sur gélose Mac-Conkey + CTX a 1mg/L
et des ERC sur gélose Mac-Conkey + IMP a 2mg/L, a partir de 36 échantillons de blanc de
poulet prélevés dans trois communes (Cheria, Hammamet et Tébessa) de Tébessa. Apres
incubation, 23 échantillons ont donné une culture sur 'un ou les deux milieux, alors que 13
échantillons étaient négatifs, c.-a-d.soit ils n’ont donné aucune culture sur les deux milieux

sélectifs, soit ils ont donné des Pseudomonas.

Selon la couleur, la forme, la taille des colonies obtenues sur les deux milieux, on a pu
distinguer 5 aspects culturaux. Ces différents aspects sont décrits dans le tableau 2, et présentés
dans les figures 13, 14, 15, 16 et 17.

Tableau 2 : Description des différents aspects culturaux.

Aspect Couleur Forme Elevation | Consistence Contour Taille
A Ronde Aplatie Lisse Regulier Petite
sans anneau
Transparente Aspect Irrégulier
B Ronde pec Muqueuse 9 Moyenne
en cratere avec anneau
C Ronde Aplatie Lisse Regulier Petite
Sans anneau
Rose Clair Izsgg I(')ir
D Ronde Bombée Mugqueuse Sans Moyenne
précipité
Régulier
E Rose foncé Ronde Aplatie Lisse Avec Petite
anneau
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Isolat : MAC B 27 Isolat : MAC B 20
IMP C1 IMP C1

B : blanc de poulet, C 1 : colonie de type

Figure 13 : Aspect cultural A sur gélose Mac Conkey

Isolat : B33 CTX C1

Figure 14: Aspect cultural B sur gélose Mac Conkey
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Isolat : MAC B 271IMP Isolat : MAC B 06CTX
C2 C1

[ Isolat : MAC B 28CTX C1 ]

Figure 15 : Aspect cultural C sur gélose Mac Conkey
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Isolat : MAC B 20IMP C2 Isolat : MAC B
28IMP C2

Figure 16 : Aspect cultural D sur gélose Mac Conkey

Isolat : B Isolat : MAC Isolat : MAC B
211IMP C2 B1 BOCALCTX 35CTX C1

Figure 17 : Aspect cultural E sur gélose Mac Conkey
111.1.2. Examen microscopique

Apres coloration de Gram des colonies isolées sur Mac-Conkey, 1’observation

microscopique a montré deux formes de bacilles a Gram négatif (figure 18).

e Aspect (a) : bacilles courts isolés ou regroupés en paires.

e Aspect (b) : coccobacilles isolés ou regroupés en paires.
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Figure 18 : Aspects microscopiques observés aprés coloration de Gram
111.1.3. Test oxydase:

Nous avons effectué un test oxydase pour 13 isolats transparents. Les résultats sont
présentés dans le tableau 3.

Tableau 3 : Résultats du test oxydase

Isolat Test d'oxydase

BO1 IMP Ziploc Négatif
B14 CTX Positif
B19 IMP Négatif
B20 CTX C2 Positif
B21 CTX C1 Négatif
B21 IMP C1 Négatif
B22 IMP C1 Négatif
B26 IMP C1 Négatif
B27 CTX C2 Négatif
B29 IMP Négatif
B30 IMP C1 Négatif
B35 IMP Positif
B36 IMP C2 Positif
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Parmi 13 isolats testés, 9 isolats ont donné une réaction négative (figure 19.b), ce sont
donc des entérobactéries. Alors que 4 isolats ont donné une réaction positive (figure 19.a), ce
sont des bacilles a Gram négatif non fermentaires (non entérobactéries) qui peuvent étre des
Pseudomonas aeruginosa. Cette bactérie est connue par sa résistance naturelle au céfotaxime et
peut étre résistante aux carbapénémes (Barbier et Wolff, 2010). Pour cette raison, elle a pu se

développer sur les milieux additionnés de ces antibiotiques.

(a): Réaction positive (b): Réaction négative

Figure 19:Test oxydase

I11.2. Répartition des isolats selon I’aspect macroscopique

Les examens préliminaires nous ont permis de retenir 52 isolats appartenant aux
entérobactéries dont 31 isolats d' ERC3G et 21 isolats d' ERC. Ces isolats ont été répartis selon

les cing aspects (figure 20) précédemment décrits comme suit :

e aspect A: 18 isolats;
e aspect B : 5 isolats;
e aspect C: 13 isolats;
e aspect D : 3isolats;

e aspect E : 13 isolats.
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OA
mB
mC
oD
OE

Figure 20 : Répartition des isolats selon l'aspect macroscopique

En se basant sur les caractéres culturaux (Microbiologie clinique,2022; Microbiologie
medicale.fr, 2023), la plupart des isolats retenus ont été rapproches aux coliformes. Il s’agit des
isolats lactose positifs (colonies roses) présentés par trois aspects: I1’aspect C (25%)
caractéristique de Serratia et Citrobacter, l'aspect D (6%) -caractéristique de Klebsiella
pneumoniae et l'aspect E (25%) caractéristique d’E.coli. Pour les isolats lactose négatifs
(colonies transparentes) presentés par les deux aspects A (34%) et B (10%), il s’agit

probablement des Salmonella, Shigella ou Proteus mirabilis.

111.3. Prévalence des entérobactéries résistantes aux céphalosporines de

troisieme génération

Les résultats ont montré que 22 des 36 échantillons de viande de poulet, contenaient des

ERC3G (figure 21), parmi lesquels, 16 échantillons ont donné plus qu’un isolat.

Négative

B Positive

Figure 21 : Prévalence des ERC3G dans la viande de poulet
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Dans la présente étude, la prévalence des ERC3G dans la viande de poulet est de 61%,
elle est supérieure a celle rapportée dans une étude (Rybak et al., 2022) menée en Pologne sur
17 échantillons de viande de poulet ou une prévalence de 23,52 % a été notée, avec des taux de
16,67 % et 0 % pour E. coli et Klebsiella pneumoniae respectivement par rapport au total des
ERC3G isolées. Dans notre étude, on a observé des taux plus élevés : sur un total de 31 isolats
d'ERC3G, on a trouvé 10 (32,25 %) isolats caractéristiques d’E. coli et un seul isolat (3,22 %)
caractéristique de Klebsiella pneumoniae.

Ainsi, notre résultat dépasse celui rapporté dans une autre étude (Tekiner et Ozpnar,
2016) ou une prévalence de 40% des ERC3G a été observée, mais avec des taux plus élevés
d’E.coli et Klebsiella pneumoniae (82,8 % et 6,9 % respectivement).

Cependant, notre resultat est inférieur a celui rapporté dans une étude récente a Tébessa
(Necib et Brai, 2019) dans laquelle une prévalence elevée des ERC3G était de 92,3 %.

Dans une autre étude (Bedekelabou et al., 2020), portant sur 88 eéchantillons, seulement
une souche de Klebsiella spp et une souche d’E. coli, résistantes au céfotaxime, ont été isolées,

mais aucune souche de Salmonella n’a été isolée.

Quant aux E. coli resistants aux C3G, 9 échantillons étaient contaminés par ces
bactéries avec une proportion de 25%. Notre resultat est similaire a celui rapporté dans une autre
étude (Perrin-Guyomard et al., 2021) ou une prévalence de 26% a été observée, dans les
viandes fraiches de poulet a la distribution en France en 2018. Il est également comparable au
taux rapporté dans une étude similaire (Vounba et al., 2019) qui était de 31,35 %. Cependant, il
est bien inférieur a celui rapporté dans une étude espagnole (Egea et al., 2012) dans laquelle une

prévalence tres élevée des E.coli résistants aux C3G était de 93,3%.

Dans notre recherche, 11/36 (30,56%) échantillons ont donné des isolats suspects de
Salmonella. Ce résultat est notable par rapport a celui rapporté par (Bedekelabou et al., 2020)

qui ont trouvé une prévalence de 0% pour Salmonella résistants aux C3G.
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I11.4. Prévalence des entérobactéries résistantes aux carbapénemes

Les résultats ont montré que 14 des 36 échantillons contenaient des entérobactéries
résistantes aux carbapénemes (figure 22), dont 9 ont donné plus qu’un isolat.

Négative

H Positive

Figure 22 : Prévalence des ERC dans la viande de poulet

Dans deux études (Egea et al., 2012; Necib et Brai, 2019) menées dans le méme

contexte, la prévalence des ERC était de 0%.

En France, la surveillance de la résistance des E. coli aux carbapénemes dans les
viandes fraiches a la distribution a montré qu’entre 2016 et 2019, aucune souche résistante aux
carbapénémes n’a été détectée (Perrin-Guyomard et al., 2021). Tandis que dans notre étude, on
a noté 3 échantillons contenant des E.coli résistants aux carbapénémes, avec une prévalence de
8,33%.

I11.5. Prévalence des échantillons positifs aux ERC3G et/ou aux ERC dans la

viande de poulet :

Sur les 36 échantillons de viande de poulet, 23 échantillons étaient positifs, parmi
lesquels, 9 étaient contaminés par des ERC3G uniquement, un échantillon était contaminé par

des ERC uniquement et 13 échantillons étaient positifs pour ERC3G et ERC.

Ainsi, il est évident que la prévalence des échantillons contenant des ERC3G et des
ERC est la plus élevée (13/36). Cela pourrait s’expliquer par le fait que la résistance aux
carbapénémes est fréquemment associée a la résistance aux C3G impliquant généralement des

béta-lactamases agissant sur les deux types de béta-lactamines.
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Chapitre 111 Résultats et discussion

Apres avoir interrogé plusieurs vétérinaires a Tébessa, Constantine, Bordj Bou Arreridj,
et Alger, ils ont confirmé que les carbapénemes et les céphalosporines de troisiéme génération
n’ont pas d’autorisation de mise sur le marché chez les animaux de rente. Elles sont a réserver
autant que possible a la médecine humaine pour éviter le développement des résistances (Ben
Youssef et Hajji, 2016).

Cependant, nous assistons actuellement a I’augmentation du nombre de bactéries
résistantes aux antibiotiques, aussi bien chez I’homme que chez I’animal, et a I'émergence de
nouveaux mécanismes de résistance (Babouche et Diaf, 2022). L'origine de ces bactéries pourrait
provenir de l'utilisation massive et irrationnelle d'antibiotiques, notamment ceux interdits en
aviculture comme les C3G et les carbapénemes, qui cause un probleme de santé publique
extrémement préoccupant, qui ne cesse d’affecter de nombreux pays, méme ceux disposant des
meilleurs structures sanitaires (Ben Youssef et Hajji, 2016). En plus, les élevages sont des
sources de contamination de la viande de poulet par les entérobacteries, lorsque plusieurs
parametres peuvent apparaitre potentiellement favorables (Babouche et Diaf, 2022). En effet, le
manque d’hygiéne et les opérations ultérieures d'abattage et de transformation des étapes a risque
pour l'introduction ou la diffusion des germes, notamment ceux résistants aux antibiotiques (Amra
et Chaabane, 2018).

Une autre raison de l'apparition des résistances des entérobactéries a ces classes
d'antibiotiques est du fait que les éleveurs mélangent souvent des antibiotiques aux aliments,
comme produit adjuvant, et ce, sans aucune régle ni aucun contréle, ce qui peut provoquer la
sélection de nombreuses souches résistantes a plusieurs familles d’antibiotiques (Necib et Brai,
2019).

Ainsi, la présence de ces bactéries résistantes dans la viande pose un probléeme de santé
publique car elle peut compromettre Il'efficacité des traitements antibiotiques chez I'nomme et

I'animal (Perrin-Guyomard et al., 2021).
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Conclusion et perspectives

Les céphalosporines de troisieme génération et les carbapénémes sont des antibiotiques
trés efficaces pour traiter des infections a bactéries multirésistantes en médecine humaine, mais
interdits en aviculture. Cependant, nous connaissons une diffusion des entérobactéries résistantes
a ces antibiotiques aussi bien chez I’homme que chez les animaux de rente, en particulier la

volaille. Par conséquent, les viandes produites seront contaminées par ces bactéries.

Notre travail vise a isoler des entérobactéries résistantes aux céphalosporines de
troisieme génération (ERC3G) et des entérobactéries résistantes aux carbapénemes (ERC) dans la

viande de poulet commercialisée a Tébessa.

L’isolement de ces bactéries, a partir des échantillons de blanc de poulet, a été fait sur
milieu Mac Conkey rendu sélectif par addition des antibiotiques : céfotaxime pour les ERC3G et
imipénéme pour les ERC. Les entérobactéries ont été identifiées sur la base des examens

préliminaires : examen macroscopigue, examen microscopique et test d'oxydase.

Les résultats ont montré une prévalence élevée de contamination par les ERC3G et une
prévalence modérée de contamination par les ERC dans la viande de poule. La plupart des
échantillons positifs étaient contaminés a la fois par des ERC3G et des ERC. Les isolats ont été
attribués aux genres : Escherichia, Serratia, Citrobacter, Klebsiella, Salmonella, Shigella et

Proteus.

Notre étude a permis de constater que la viande de poulet commercialisée a Tébessa est
contaminée par des ERC3G et des ERC a des taux élevés. Ainsi, la consommation de cette denrée
peut contribuer a la propagation de I’antibiorésistance, tout comme elle peut étre responsable de
pathologies alimentaires, qui se heurteront a des difficultés thérapeutiques, notamment lorsqu’il

s’agit des souches d’entérobactéries multirésistantes.

Pour cela, il est nécessaire de mettre en place une surveillance bactériologique dans les
élevages de poulets, de restreindre 1’utilisation anarchique des antibiotiques et d’introduire de

bonnes pratiques d'hygiene.
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En perspectives, nos résultats restent préliminaires et méritent d’étre exploités et
complétés par I’identification biochimique par la galerie API20E des isolats retenus et la

caractérisation phénotypique et moléculaire des mécanismes de résistance aux béta-lactamines.
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Annexe i : Dates et lieux de prélevement des échantillons.

Annexes

Date de Numeéro de _ .
. ) ) Lieu de prélevement
prélevement I'échantillon

28 Février 2023 01 Quartier El-wiam 02, Tébessa
02 Point de vente 01, Route de Taz Bint, Cheria
03 Point de vente 02,Route de Taz Bint, Cheria
04 Point de vente 01, Centre-ville, Cheria

04 Mars 2023 i i i
05 Point de vente 02, Centre-ville, Cheria
06 Point de vente 03, Centre-ville, Cheria
07 Point de vente 04, Centre-ville, Cheria
08 Point de vente 01, Le village, Cheria
09 Route de la rocade, Cheria
10 Point de vente 02,Le village, Cheria

5 Mars 2023
11 Point de vente 03,Route de Taz Bint, Cheria
12 Point de vente 01, Route de Tébessa, Cheria
13 Point de vente 02, Route de Tébessa, Cheria
14 Point de vente 01, Route de Khenchela, Cheria
15 Point de vente 02, Route de Khenchela, Cheria
16 La City, Cheria

11 Mars 2023 : i
17 Route de Al-Kalila, Cheria
18 Point de vente 01, Route de Dalaa, Cheria

19

Point de vente 02,Route de Dalaa, Cheria




Suite de I'annexe i : Dates et lieux de prélevement des échantillons.

Annexes

Date de Numeéro de _ .
. ) ) Lieu de prélevement
prélevement I'échantillon

20 Point de vente 03,Route de Tébessa, Cheria
21 Point de vente 04,Route de Tébessa, Cheria
22 Point de vente 01, marché, Cheria

23 Point de vente 02, marché, Cheria

24 Point de vente 03, marché, Cheria

25 Point de vente 04, marché, Cheria

12 Mars 2023 : i

26 Point de vente 05 marché, Cheria

27 Point de vente 05,Route de Tébessa, Cheria
28 Point de vente 06, marché, Cheria

29 Point de vente 07, marché, Cheria

30 Point de vente 08, marché, Cheria

31 Route de Tébessa, Hammamet

32 Point de vente 01, centre-ville, Hammamet
33 Point de vente 02, centre-ville, Hammamet

13 Mars 2023 i i

34 Point de vente 03, centre-ville, Hammamet
35 Point de vente 04, centre-ville, Hammamet

36

Point de vente 05, centre-ville, Hammamet




Annexes

Annexe ii : Composition et préparation des milieux de culture utilisés pour 1 litre de milieu.

»  Composition de I'eau peptonée tamponnée

. POPIONE . 10,0g
o Chlorure de sodium ..........oviiiiiii e 5,0g
o Phosphate disodique anhydre ...............coooiiiiiiiiiiiii 3,5¢

o Dihydrogéno-phosphate de potassium .................cccvevvieneirenerenen. 1,58
pH 7,2+0,2

»  Composition du bouillon Tryptone-sel

»  Préparation du bouillon Tryptone-sel

. Mettre en solution 8,5 g de Nacl et 1g de Tryptone dans 1 litre d’eau distillée.
. Agiter lentement jusqu’a dissolution compléte.

o Reépartir en tubes ou en flacons.

. Stériliser a I’autoclave a 121 °C pendant 15 a 20 minutes.

o Refroidir le milieu a température ambiante.

»  Composition du milieu Mac-Conkey

o Gelose bacCteriolOgiqUE ........ccueveiieiiice e 135¢
. T S o0 1,5¢g
. Cristal VIOlet. ... ..o 0,001g
. Digestion pancréatique de gélatine................cooiiiiiiiiiiiiii e 17¢g
. Rouge neutre. ..o 0,03 g
o MEIANge PEPLONE. ... ..ttt 30
o Chloride de SOdium....... ..ottt 59
o Lactose monohydraté...........c..oouiiiiiii i 109

pH final 4 25°C : 7,1 £ 0,2



Annexes

Composition de la gélose nutritive (GN)

TIYPLONE Lo 5009
EXErait de VIANGE .......coiiiiiieiec e 300
Agar agar baCtériologiqUe..........ccvreriiiieirie e 12,0¢

pH du milieu prét-a-1 ‘emploi a 25 °C : 7,0 £ 0,2.

Préparation de la GN inclinée

Dissoudre 20 g de milieu déshydraté dans 1 litre d’eaudéminéralisée.

Porter lentement le milieu a ébullition sous agitation constante jusqu'a sa dissolution compléte.
Répartir en tubes a raison de 7 ml par tube.

Stériliser a I’autoclave a 121 °C pendant 15 minutes.

Laisser solidifier sur une surface froide en position oblique en créant une pente plus ou

moins longue.



Annexe iii : Appareillage et verreries utilisés

Annexes

Appareillage

Instruments et

consommables

Verreries

Produits

Stérilisateur

Etuve bactériologique
réglable &4 37°C
Balance

Plaque chauffante
Autoclave
Microscope optique
Réfrigérateur

Bec Bunsen

Micropipette
Couteau

Papier aluminium
Les bocaux

Zip loc

Glaciére
Barreaux aimantés
Portoir métallique
Portoir en bois
Anse de platine
Embouts

Pince

Spatule

Lames

Boites de Pétri
Papierabsorbant

Marqueurpermanent

Tubes & essai
Pipette graduée
Flacons

Becher
Entonnoir

Pipette Pasteur

Imipénémeinjectable
Cefotaxime injectable
Chlorure de sodium
Tryptone

Disques Oxydase
Violet de Gentiane
Lugol

Fuchsine

Ethanol

Eau distillée




Annexe iv : Résultatsde ’isolement sélectif des ERC3G et ERC

Echantillon Milieu sélectif
Mac-Conkey +CTX | Mac-Conkey +IMP

B1 " ;
B2 - _
B3 " _
B4 - _
B5 " _
B6 ; _
B7 - _
B8 - _
B9 - _
B10 " _
B11 - _
B12 " _
B13 " _
B14 - _
B15 - _
B16 - _
B17 - _
B18 - _
B19 " ;
B20 " )
B21 " +
B22 " +
B23 " _
B24 - _
B25 " ;
B26 " -
B27 " +
B28 " :
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Suite de I'annexe iv: Résultatsde I’isolement sélectif des ERC3G et ERC

Echantillon Milieu sélectif
Mac-Conkey + CTX | Mac-Conkey +IMP
B29 n -
B30 n -
B31 T .
B32 " -
B33 n :
B34 - _
B35 n :
B36 - .
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