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Résumé

Des entérobactéries résistantes aux céphalosporines de troisiéme génération (ERC3G) et
des entérobactéries résistantes aux carbapenemes (ERC), ont émergeé dans la filiere avicole au
cours de la derniére décennie. Les objectifs de la présente étude sont 1’isolement de ces
bactéries a partir de la viande de poulet, leur identification et la caractérisation de leur
phénotype de résistance aux béta-lactamines par la recherche des béta-lactamses a spectre
étendu (BLSE) et des carbapénemases (CP).

Un questionnaire destiné aux vétérinaires praticiens sur l'utilisation des béta-lactamines
dans I'élevage avicole a été établi. Les échantillons de blanc de poulet ont été prélevés
aléatoirement dans 4 communes (Cheria, Tébessa, Hammamet et Bir Dhab). L’isolement des
ERC3G et des ERC a été réaliseé sur gelose Mac Conkey additionnée de céfotaxime (CTX) et
d’imipénéme (IMP) respectivement. Les isolats ont été identifiés par la galerie API20E. La
recherche de la production des BLSE a été effectuée par trois tests : le test de synergie, le test
de rapprochement des disques et le test du double disque. La recherche des CP a été procédée

par le test de Carba NP aprés un screening des souches suspectées productrices de CP.

A partir de 31 échantillons, 50 isolats ont été identifiés comme entérobactéries, appartenant
principalement a Escherichia coli (64%), suivi de Proteus mirabilis (8%), Salmonella
arizonae spp. choleraesuis, Klebsiella oxytoca et Morganella morganii (6% chacune),
Citrobacter freundii, Citrobacter koseri/farmeri, Enterobacter cloacae, Yersinia
frederiksenii/intermedia et Raoultella ornithinolytica (2% chacune). Les tests phénotypiques
ont permis la détection des BLSE chez 28 souches (56%) avec prédominance d’E. coli
(82,14%). Néanmoins, une seule souche (2%) a été détectée comme productrice de CP par le
test CarbaNP.

Notre étude a montré que la viande de poulet peut étre une source potentielle
d’entérobactéries productrices de BLSE et de CP, qui pourraient étre transférées aux humains
via la chaine alimentaire, ce qui pose un probleme de santé publique en contribuant a la

diffusion de la résistance aux antibiotiques.

Mots clés : Viande de poulet, entérobacteries, élevage avicole, béta-lactamines, béta-

lactamases a spectre étendu (BLSE), carbapénémases.



Abstract

Third-generation cephalosporin-resistant Enterobacteriaceae (3GCRE) and carbapenem-
resistant Enterobacteriaceae (CRE) have emerged in the poultry sector over the past decade.
The objectives of the present study are the isolation of these bacteria from chicken meat, their
identification, and the characterization of their resistance phenotype for beta-lactams by the

search for extended-spectrum beta-lactamases (ESBL) and carbapenemases (CP).

A questionnaire for practicing veterinarians on the use of beta-lactams in poultry farming
was established. Chicken breast samples were randomly collected from four municipalities
(Cheria, Tébessa, Hammamet, and Bir Dhab). The isolation of 3GCRE and CRE was
performed on MacConkey agar supplemented with cefotaxime (CTX) and imipenem (IMP),
respectively. The isolates were identified using the API20E system. The detection of ESBL
production was carried out by three tests: the synergy test, the disc approximation test, and the
double-disc test. The detection of CP was conducted using the Carba NP test after screening

the strains suspected of producing CP.

From 31 samples, 50 isolates were identified as Enterobacteriaceae, mainly belonging to
Escherichia coli (64%), followed by Proteus mirabilis (8%), Salmonella arizonae spp.
choleraesuis, Klebsiella oxytoca, and Morganella morganii (6% each), Citrobacter freundii,
Citrobacter koseri/farmeri, Enterobacter cloacae, Yersinia frederiksenii/intermedia, and
Raoultella ornithinolytica (2% each). Phenotypic tests allowed ESBL production in 28 strains
(56%) with a predominance of E. coli (82.14%). However, only one strain (2%) was detected

as CP producer by the Carba NP test.

Our study showed that chicken meat can be a potential source of ESBL- and CP-producing
Enterobacteriaceae, which could be transferred to humans via the food chain, posing a public

health issue by contributing to the spread of antibiotic resistance.

Keywords: Chicken meat, Enterobacteriaceae, poultry farming, beta-lactams, extended-

spectrum beta-lactamases (ESBL), carbapenemases.
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Introduction

L'augmentation significative de la population mondiale a stimulé une consommation accrue de
produits avicoles, qui doivent répondre a la demande croissante tout en préservant leur qualité et
leur sécurit¢ (Richie er al, 2020). L'¢levage de volailles, y compris de poulets, revét une
importance primordiale, notamment dans les pays en voie de développement (Abreu et al., 2023)
comme 1’Algérie. Actuellement, la production de viande de poulet occupe une place
prédominante sur le marché et connait une croissance constante, a des fins économiques et
nutritionnelles (fris et al., 2022). Toutefois, dans le secteur avicole, les systémes d'élevage sont
souvent pratiqués de maniére intensive, avec une utilisation irrationnelle d'antibiotiques (Nhung
et al., 2017), y compris les béta-lactamines qui sont largement prescrites dans les pratiques
humaines et vétérinaires. En fait, cette pratique peut contribuer a la résistance aux antibiotiques

d'origine animale (Van et al., 2015).

Selon I'organisation mondiale de la santé (OMS), certaines espéces d’Enterobacteriaceae
figurent comme les pathogenes les plus significativement résistants. Les entérobactéries, bien
qu'elles soient membres du microbiote intestinal du poulet, leurs formes pathogenes
compromettent 'efficacité des mesures de prévention et de traitement et sont de plus en plus
répandues. Ces souches présentent un taux élevé de résistance, en particulier, les entérobactéries
résistantes aux céphalosporines de troisiéme génération (ERC3G) et les entérobactéries
résistantes aux carbapénémes (ERC) (WHO, 2017; Giulia et al., 2020). En effet, les ERC3G
représentent une menace significative pour la sant¢ humaine en raison de leur capacité a
transmettre rapidement des déterminants de résistance au sein et entre les populations
bactériennes (Gupta et al., 2019). Ainsi, les ERC sont classées comme un groupe critique et
représentent un risque de développer des infections difficiles a traiter a I'échelle mondiale

(WHO, 2017 ; Gordon et al.,2020).

Les céphalosporines de troisieme génération (C3G) sont des béta-lactamines d’importance
critique pour la santé¢ humaine. La résistance aux C3G, en particulier au céfotaxime, s'est avérée
étre un marqueur substitutif approprié pour identifier les souches d'Entérobactéries produisant des
B-lactamases a spectre étendu (BLSE) ou des AmpC. Fait important, la prévalence des souches
d’ERC3G dans la viande de poulet est significativement ¢levée (Kaesbohrer et al, 2019;
Randall et al., 2017).



Parmi les différents béta-lactames, les carbapénémes présentent le spectre d'activité le plus
large et la plus grande efficacité contre les bactéries a Gram positif et a Gram négatif. Ils sont
souvent considérés comme des antibiotiques de dernier recours dans le traitement des infections
graves. A I'opposé, les ERC représentent une menace majeure pour la santé car elles sont
généralement résistantes a la plupart des béta-lactamines. Elles sont désormais responsables
d'échecs thérapeutiques tant dans les infections acquises en communauté que nosocomiales. Par
conséquent, il existe un besoin urgent de détection rapide et précise des isolats résistants aux

carbapénémes (Gautier et al., 2018 ; Elshamy & Aboshanab, 2020)

Par ailleurs, le role de la viande de poulet en tant que source potentielle des entérobactéries
multirésistantes en médecine humaine et en élevage a été démontré dans plusieurs pays (Charity
et al., 2023 ; Wu et al., 2018). Ce probléme est devenu une préoccupation majeure pour la santé
publique (Rousham etz al., 2018). Face a cette situation alarmante, ce sujet fait ’objet depuis des

décennies d’une attention particuliére et d’une importance accrue.
Dans ce contexte, la présente étude s’articule sur quatre volets :

» le premier volet concerne un questionnaire adressé aux Vetérinaires praticiens, sur
I'utilisation des béta-lactamines et I'antibiorésistance en élevage de poulets dans la région
de Tébessa;

> le deuxiéme volet porte sur I'isolement sélectif des ERC3G et des ERC a partir de viande
de poulet;

» le troisieme volet se concentre sur I'identification biochimique des isolats obtenus;

» le quatriéme volet traite de la caractérisation phénotypique de la résistance aux [3-
lactamines, par recherche de la production de deux types de béta-lactamases : les BLSE et

les carbapénemases.
Pour répondre a ces objectifs, le manuscrit est divisé en trois chapitres :

» chapitre 01 : une synthése bibliographique dans laquelle on aborde des généralités
concernant la viande de poulet, ensuite les principaux caracteres des entérobactéries et les

sources de contamination de la viande de poulet par ces bactéries, les béta-lactamines et



leur usage en élevage de poulet et enfin les mécanismes de résistance des entérobacteries
a ces antibiotiques;

» chapitre 02 : dans lequel, on détaille le mateériel et les méthodes mis en place pour mener
cette étude;

» chapitre 03 : il fournit une présentation détaillée des résultats issus de notre recherche

ainsi qu'une discussion approfondie découlant de ces résultats.

A la fin du manuscrit, on met 1’accent sur I’'intérét des résultats obtenus de I'étude et on

propose des perspectives pour de recherches futures dans ce domaine.



Chapitre 01
Synthese
Bibliographique



Chapitre 01 Synthése bibliographique

1. Généralités sur la viande de poulet

1.1. Définition
La viande de poulet, considérée comme une variété de viande de volaille a chair blanche.
Le terme volaille, dérivé du latin "volatilia" signifiant "oiseaux", englobe les parties
comestibles de diverses especes aviaires domestiquées telles que le poulet, le canard, la dinde,
l'oie, la pintade et la caille japonaise (Kumar ef al., 2022). La viande de poulet se réfere
principalement aux carcasses entieres, aux parties de carcasse ou a la viande désossée de
I'espece Gallus gallus domesticus (Bhaisare et al., 2014).
1.2. Qualité nutritionnelle
La viande de poulet présente un avantageux profil nutritionnel et est communément
reconnue comme une source abondante et facilement accessible des nutriments essentiels
(Tableau 1). En effet, elle se distingue par :
e sa richesse en protéines de haute qualité, comparée a d'autres sources de protéines
animales;
o safaible teneur en matiéres grasses totales et saturées;
e sadensité calorique modérée;
e son importance en tant que source de divers minéraux tels que le calcium, le
magnésium, le phosphore et le sodium;
e sarichesse en vitamines essentielles, notamment la niacine (vitamine B3), ainsi qu'une
teneur plus élevée en vitamines A et B6 par rapport a d'autres types de viande (Kralik
etal., 2018).

o sadigestibilité élevée due a une teneur en collagéne réduite (Marangoni et al., 2015).

Tableau 01 : Composition moyenne des viandes de poulet (en %) (Badraoui, 2016).

Viande Eau Protéines  Lipides Minéraux Collagene
Escalope sans = 73.75 23-24 0.9-2 0.8-1.2 0.8-1.2
peau
Cuissesans  71.74 = 18-20 3-5 0.8-01 05-08
peau

Peau 35-40 9-12 26.9 0.4-0.6 47-56
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1.3. Qualité microbiologique

» Microflore d'altération

L'altération de la viande de poulet engendre des changements des qualités organoleptiques
affectant sa couleur, sa saveur, sa structure et son odeur. Des techniques d'emballage en
atmospheére modifiée ou sous vide, une mauvaise hygi¢ne et des conditions de stockage
peuvent accélérer considérablement la prolifération des communautés bactériennes (Li et al.,
2020). Cette altération se manifeste par :

e putréfaction superficielle : due aux moisissures comme Aspergillus, Cladosporium,
Thamnidium, Rotrichum, Penicillium et Mucor, ainsi des bacilles Gram négatif tels
que Pseudomonas, Acinetobacter, Flavobacterium ..ect.

e puanteur d'os : due notamment aux entérobactéries et des Pseudomonas.

e putréfaction profonde : due aux bactéries anaérobies telles que Clostridium
perfringens, Clostridium histolyticum, Clostridium sporogenes et Clostridium

oedematiens (Salifou et al., 2013).

» Microflore pathogéne

La principale préoccupation en matiere de santé publique est la présence de pathogenes
zoonotiques humains (Kim et al., 2019), principalement :

e Campylobacter : dont 60 a 80 % des cas de campylobactériose dans le monde
peuvent étre attribués au réservoir aviaire (Reich et al., 2018).

e Salmonella enterica non typhoidique : qui fait partie du microbiote intestinal des
poulets et elle joue un réle important dans I'infection humaine (Abdi et al., 2017).

e Listeria monocytogenes : qui se trouve dans I'environnement et chez les animaux,
elle peut contaminer les surfaces au cours la chaine de production (Ristori et al.,
2014).

e Escherichia coli : parmi les pathovars de E. coli ; E.coli entérohémorragiques ou
EHEC qui sont responsables d’infections d’origine alimentaire allant d’une
diarrhée bénigne a des formes plus graves comme des diarrhées hémorragiques

pouvant évoluer vers des atteintes rénales séveres (Anses, 2024).



Chapitre 01 Synthése bibliographique

1.4. Microbiote intestinal du poulet

Le microbiote intestinal est une communauté microbienne complexe présente dans le
tractus intestinal chez chaque individu aviaire. Il exerce une influence significative sur la
santé, la croissance, la physiologie intestinale et la résistance aux infections tout au long de la
vie de I’animal (Clavijo & Vives Flérez, 2018). Ce microbiote est caractérisé par une grande
abondance et une diversit¢é des microorganismes, en particulier dans le gros intestin et le

caecum (Figure 01) (Broom, 2018).

Crop ( 10-10°UFClg)
Actinobactéries
(Bifidobacterium)
Firmicutes ( Lactobacillus, - Gésier (107-10UFC/g)
Enterococens; Streptocogues) Firmicutes (Lactobacillus,
Protéobactéries (Enterobacter)

Enterococcus,
Streptocoques)

Crop
Proventricule Gésier
Tleum -

Jéjunum Gros intestin

~—

Duodénum _ Cloaque

Caccum

Caecum (10 cfu/g) Bactéroidétes
(Bacteroides) Firmicutes
(Lactobacillus, Clostridium,
Streptocoque) Protéobactéries
(Escherichia)

Intestin gréle (10*-10° UFC/g)
Bactéroidétes (Bacteroides)
Firmicutes (Lactobacillus,
Clostridium, Streptocoque,
Enterocoque)

Figure 01 : Anatomie et principales populations bactériennes dans les différentes parties
du tube digestif des poulets (Ribeiro ez al., 2023).

Le dynamique la microflore du poulet, qu'elle soit liée a des altérations ou a des agents
pathogenes, et la chaine de production avicole est étroitement liée des le jour de 1'éclosion
jusqu'a sa consommation. La chaine de production de poulet (Figure 02) a été¢ optimisée a
chaque étape pour réduire les opportunités d'entrée des microorganismes zoonotiques dans la

chaine alimentaire (Marmion et al., 2021).

i

-

(a) Entrée de Salmonella, Campylobacter spp, Clostridium perfringens et Escherichia coli dans le microbiote
des poulets (b) Propagation de bactéries zoonotiques parmi les carcasses adjacentes (c¢) Le processus de lavage
¢élimine les contaminants en surface (d) Le refroidissement inactive de nombreux microorganismes zoonotiques
et permet la sélection de la microflore d'altération environnementale dans la viande (e) Distribution le long de la

chaine du froid jusqu'aux consommateurs.

Figure 02 : Un apercu de la production de viande de volaille indiquant l'impact des
principales étapes de traitement sur le destin des bactéries dans le microbiome aviaire
(Marmion et al., 2021).
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1.5. Intérét de 1'élevage avicole
» Dans le monde
L'¢levage avicole figure parmi les méthodes d'élevage animal les plus -efficaces,
garantissant la sécurité alimentaire a une part importante de la population mondiale (Kralik et
al., 2018). Grace a l'adoption de techniques modernes intensives, la production mondiale a
atteint 133,4 millions de tonnes en 2020, avec une croissance continue chaque année (Grzini¢
et al., 2023) et une augmentation de 1,32 % en 2021, et des projections indiquant des taux
légerement inférieurs de 0,73 % pour 2022 (FAO, 2022). La consommation mondiale de
viande de poulet est également en augmentation (Figure 03).
Selon Mahmoudi (2019), I’aviculture suscite un intérét en raison de sa contribution :
e a la sécurité alimentaire (approvisionnement régulier des marchés en produits
avicoles);
e au développement économique (création de I’emploi, des revenus et de la richesse);

e A la stabilité et I’équitable sociale pour I’éleveur et sa famille (bon revenu).
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Figure 03 : Tendances prévues de la consommation mondiale de viande par habitant (en kg)
de 1990 a 2028 (OECD, 2020).
» En Algérie
Le secteur avicole en Algérie se divise principalement en deux :
e laviculture moderne intensive : elle repose sur l'utilisation de souches hybrides
sélectionnées et opére dans un cadre industriel;
e laviculture traditionnelle extensive (biologique, en plein air et a faible impact) : elle

est principalement pratiquée dans de petites exploitations (Kirouani, 2015).
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Les données officielles recueillies par les services du ministére de I’ Agriculture en Algérie

indiquent que les élevages ordinaires (serre, batiment en dur) représentent jusqu’a 75 % des
¢levages alors que les élevages industriels (complexe avicole) représentent a peine 25 % des
¢levages du pays. Ce qui démontre le caractére encore traditionnel de 1’¢élevage avicole en
Algérie.

Malheureusement, le secteur avicole algérien souffre énormément de la faiblesse de la
productivité des ¢élevages, de la dépendance structurelle des matic¢res premicres importées, la
fragilité économique et technologique ainsi que des taux de mortalité plus élevés (Semmar,

2021).

2. Principaux caractéres des entérobactéries

a) Caracteres généraux

Les Enterobacteriaceae sont une famille de bactéries a Gram négatif, elles appartiennent a
l'ordre des Enterobacteriales, au phylum des Protéobactéries et a la classe des
Gammaprotéobactéries. Elles sont des bactéries anaérobies facultatives, catalase positives,
oxydase négatives et capables de réduire les nitrates en nitrites.

Les membres des Enterobacteriaceae sont substantiellement hétérogénes en termes
écologiques et de gamme d'hotes ; certains sont des agents pathogeénes humains, animaux ou
végétaux. Comme leur nom l'indique, ces microorganismes sont des habitants communs du
I’intestin. De plus, les Enterobacteriaceae se trouvent dans le sol, 1'eau et la végétation. Ces
bactéries sont souvent présentes dans les aliments crus ou méme transformés. Certains
membres des Enterobacteriaceae causent 1’altération des aliments et d'autres sont
responsables de maladies d’origine alimentaire (Yousef et al., 2022).

b) Caractéres morphologiques

Toutes les entérobactéries ont une morphologie habituellement typique, sous forme de
batonnets ou des coccobacilles, mesurant généralement entre 2 et 4 um de longueur et entre
0,4 et 0,6 um de largeur. Elles peuvent étre mobiles grace a une ciliature péritriche ou
immobiles. Certaines entérobactéries peuvent étre capsulées, comme Klebsiella. La plupart
des especes pathogenes pour I'humain possédent des fimbriae ou pili communs qui sont des

facteurs d'adhésion (Murray et al., 2020).
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Figure 04 : Observation microscopique apres coloration de Gram d’isolat de E. coli
(EFSA, 2008)

c) Caracteres culturaux

Les entérobactéries sont généralement cultivées sur des milieux de culture ordinaires tels
que la gélose ordinaire. Elles sont également cultivées sur des milieux sélectifs, congus pour
favoriser la croissance de certaines entérobactéries et inhiber la croissance d'autres bactéries,
comme la gélose de Mac Conkey (Prescott et al., 2018).

On distingue 5 types de colonies sur les différents milieux de culture :
e colonies S (smooth) : arrondies, lisses, humides, blanches ou translucides;
e colonies R (rugueuses) : seches a contours irréguliers et mates (bactéries vieillies
ou anormales);
e colonies M (muqueuses) : grosses colonies + confluentes (Klebsiella spp);
e  colonies envahissantes (en nappe) : formation d’un tapis uniforme (Proteus);
e colonies naines : elles s’observent avec des souches déficientes dans certaines de

leurs chaines métaboliques (Szalo et al., 2006).

(@) : Klebsiella (fermentant (b) : Salmonella (non

le lactose) fermentant le lactose)
Figure 05 : Aspect macroscopique de certaines entérobactéries sur gélose Mac Conkey
(Hassan, 2019 ; Debbagh ez al., 2023)
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d) Caractéres biochimiques

L'identification des entérobactéries et leur classification en genres et espéces reposent
principalement sur les caractéres biochimiques (Tableau 02) qui déterminent leur profil
métabolique (métabolisme protéique, la fermentation des sucres, la capacité a utiliser le

citrate, la présence d'enzymes, la production d'hydrogéne sulfuré, et la formation de gaz)

(Goro, 2021).
Tableau 02: Caractéres biochimiques de quelques Entérobactéries (Murray et al., 2020)
S S s
s ~ -~ = S S
T 8 § S 3 & I 3
‘s 3 S S N = @ S S 3
S = S = S 3 3 N S = S
= S 8 = S s Sp = o N =
S £ = = 5 3 = B S £ 5
K C K" B &8 &4 8 & =~ aa« 8
Glucose + + + + + + + + + + +
Lactose + + + + - - - - - - -
OPNG + + + + + - +/- - - - +
Indole + - - +/- - - +/- | +/- + + +
VP - - + + + - - - - - +
Citrate - + + + + +/- - +/- - + -
Urée - - - + - - - + + - +
TDA - - - - - - e I T T
H,S - +/- - - - - - +/- 4 - +

ONPG: Orthonitrophénol-béta-galactosidase; VP: Voges Proskauer ; HS: Sulfure d’hydrogéne.
TDA: Tryptophane désaminase

e) Pouvoir pathogéne:

En pathologie humaine, les entérobactéries sont divisées en :

e pathogénes spécifiques : elles ne se trouvent pas a I'état commensal et leur présence
dans les milieux extérieurs est seulement transitoire; les maladies qu'elles causent
résultent d'un manque d'hygiéne, et la contamination se produit soit par contact direct,
soit par l'intermédiaire d'un vecteur (alimentaire ou animal); il s’agit de Salmonella,

Shigella et Yersinia (Annexe 01);

10
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e pathogénes opportunistes : qui peuvent provenir de la flore digestive commensale; les
infections qu'elles peuvent causer peuvent avoir soit une origine endogene, expliquée
par leur commensalité, soit une origine exogéne (Goro, 2021). Certains de ces
pathogenes sont responsables d'infections nosocomiales, il s’agit principalement de

Serratia marcescens, Proteus vulgaris, P. mirabilis et Morganella morganii.

3. Contamination de viande de poulet par les entérobactéries

Elle peut étre due :

e aux conditions d'hygiéne déficientes lors de l'abattage, des étapes de traitement
ultérieures telles que I'échaudage, le plumage et le désossage et la découpe (Zerabruk
etal., 2019);

e a la libération du contenu intestinal lors de I’éviscération ce qui entraine la
contamination de la carcasse de poulet (Baylis et al., 2011);

e a la contamination croisée directe ou indirecte de viande de poulet avec d'autres
carcasses par l'abattage d'un grand nombre des volailles dans une chaine d'abattoirs
utilisant le méme équipement et les mémes outils (Wang, 2019);

e A l'environnement de l'abattoir, ainsi qu’a la contamination hydrique par 'eau utilisée

lors des différentes étapes du processus du traitement (Cegar et al., 2022).

4. Usage des béta-lactamines dans 1'élevage de poulets

4.1. Généralités sur les béta-lactamines

Les B-lactamines sont caractérisées par la présence d'un anneau béta-lactame dans leur
structure. Elles sont classées en fonction de leur structure de noyau en différentes sous-classes
(Annexe 02) dont les principales sont: les pénicillines, les céphalosporines, les
monobactames et les carbapénémes (De Angelis ez al., 2020) (Figure 06).

Les B-lactamines sont largement utilisées en médecine humaine et vétérinaire contre divers
microorganismes (Jung et al., 2023). Leur préférence découle de leur efficacité clinique
avérée, leur sécurité (Prescott, 2013), leur large spectre antibactérien, leur activité bactéricide
lente et dépendante du temps et le vaste choix de molécules disponibles dans cette famille

(Pandey et Cascella, 2019).

11
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Les béta-lactamines agissent par liaison aux transpeptidases connues sous le nom de PBPs
(protéines de liaison a la pénicilline), cela inhibe la formation des liaisons peptidiques entre
les tétrapeptides qui assurent la liaison transversale des chaines de glycanes, essentielle a la
synthése de la paroi cellulaire bactérienne, ce qui entraine la lyse des bactéries (Uddin et al.,

2021).

2 “\ s \
Y o T

OH
Penicillins o Cephalosporins
R 4 R
Y — N -0
/ <
0 / \ OH
Monobactams Carbapenems

L'anneau B-lactame est coloré en vert pour tous ces représentants.

Figure 06 : Structure chimique des principales B-lactamines (Vrancianu ez al., 2020).

4.2. Usage des B-lactamines en élevage de poulet
Les B-lactamines sont utilisées en aviculture a différentes fins, notamment :

» thérapeutiques : pour le traitement des troupeaux lorsque la maladie est initialement
détectée chez une petite proportion des poulets ; ou ils (individuellement ou en petits
groupes) recoivent des doses élevées d'antibiotiques pendant des périodes relativement
courtes;

» prophylactiques : pour le traitement prophylactique de I'ensemble du troupeau, y
compris les poulets ne présentant aucun signe clinique de la maladie afin de prévenir
la propagation d'une maladie donnée; les individus sont exposés a des doses modérées
pendant des durées plus longues;

» comme promoteurs de croissance : afin d'augmenter le poids, ou des antibiotiques

sont administrés a doses subthérapeutiques (Besier, 2016).

12
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4.3. Mode d'administration

Dans le contexte critique de la gestion des antibiotiques, il est primordial de choisir des
schémas posologiques qui respectent les cing principes fondamentaux : le bon médicament,
au bon moment, a la bonne dose, pour la bonne durée et par la bonne voie (Gray et al., 2021).
La plupart des antibiotiques utilisés dans 1'élevage avicole sont administrés par voie orale,
mélangés a la nourriture ou a l'eau, qui est la plus efficace et la plus courante (Seo et al.,
2018). Cependant, dans le cas de maladie grave, I'administration parentérale, intraveineuse,

topique peut étre envisagée en alternative (Zhou et al., 2020).

4.4. Effets de 1'usage des p-lactamines en aviculture
L'utilisation d'antibiotiques dans la production avicole et d'élevage est favorable aux
agriculteurs et a 1'économie car elle a généralement amélioré efficacement et économiquement
les performances avicoles (Apata, 2009). Cependant, cet usage pourrait également avoir des
effets néfastes a différents niveaux (Figure 09).
a) Effet sur la santé de I’animal
Un échec thérapeutique peut étre due a de nombreuses causes possibles telles que le choix
inappropri¢ d'antibiotique, les divergences entre l'efficacité in vitro et in vivo, ou les maladies
non infectieuses mal diagnostiquées (Garcés, 2023).
b) Effets sur la santé humaine
» Effets associés aux résidus des antibiotiques
Les résidus d’antibiotiques dans les produits aviaires peuvent étre transmis a 'homme par
la consommation de viande contaminée, entrainant plusieurs implications pathologiques
majeures : directement en tant qu'initiateurs de réactions allergiques, d'éruptions cutanées, de
dermatites, d'altération de la microflore intestinale, etc., indirectement en tant que
cancérigenes, tératogenes, développement de résistances aux antibiotiques parmi les souches
microbiennes; et conduisent souvent a la toxicit¢é médicamenteuse (Mund ef al., 2017) Les
résidus de p-lactamines telles que la pénicilline provoquent de graves réactions

anaphylactiques (Baynes et al., 2016).
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> Effets associés a la dissémination de la résistance

e Difficultés croissantes dans le traitement efficace des infections humaines en raison de la
résistance aviaire (une perte d'efficacité des antibiotiques).
e Prévalence de bactéries résistantes chez les poulets en élevage, compromettant la santé
publique (Collignon, 2019).
c) Effets sur ’environnement
L'émergence et la dissémination de bactéries commensales portant des genes de
résistance sur des éléments génétiques mobiles peuvent conduire au transfert de ces génes a

des bactéries pathogeénes dans 1'environnement (Collignon, 2019).
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(i) par contact direct avec 1'éleveur ; (ii) par le biais des produits alimentaires ; ou (iii) par I'environnement.

Les voies via le contact direct et les produits alimentaires sont considérées comme les plus importantes

Figure 07: Transmission des bactéries résistantes des poulets aux humains
(Magnusson, 2021)

4.5. Situation en Algérie

En raison de l'intensification de la production, I'utilisation d'antibiotiques est courante dans
I'¢levage avicole. Cette pratique vise a controler le niveau sanitaire et a garantir la qualité
ainsi que la productivité des élevages. Cependant, un usage non réglementé de ces substances
peut entrainer des effets tant pour la sant¢ humaine et animale que pour l'environnement
(Berghiche ez al., 2017).

L’Algérie a été citée parmi les pays dans le monde ou le taux de consommation
d’antibiotiques a été le plus élevé en 2015 (PNAS, 2018). La situation est encore plus
préoccupante quant a la consommation des antibiotiques dans la filiére avicole ou 1’utilisation

de ces produits devrait doubler (Klein et al., 2018).
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La résistance aux antibiotiques est un probléme de santé publique, étroitement li¢ avec

I’'usage des antibiotiques en aviculture. Durant les derni¢res décennies, elle a connu une
augmentation remarquable, notamment celle des entérobactéries en médecine humaine et
vétérinaire, selon les données publiées annuellement par le réseau Algérien de surveillance de
la résistance bactérienne aux antibiotiques. En effet, plusieurs études dans ce contexte ont été
publi¢es dans certaines régions du centre et de 1’ouest Algérien (Benameur et al., 2018).
D’apres ces recherches, une évolution importante de la résistance aux antibiotiques a été
enregistrée dans des souches d’origine aviaire. La nature de cette résistance devient de plus en
plus inquiétante avec une augmentation constante de la résistance aux antibiotiques du
premier recours tels que les B-lactamines et les fluoroquinolones. La majorité des souches

circulantes sont multi-résistantes et peuvent étre sources d’impasses thérapeutiques.

4.6. Facteurs impliqués dans I'augmentation de la résistance
Dans 1'¢levage, la dissémination de la résistance bactérienne est influencée par de
nombreux facteurs qui facilitent 1'acquisition directe et indirecte de souches bactériennes
résistantes ainsi que de leurs genes de résistance (Manyi-Loh ez al., 2018), tels que :
I’administration des doses excessives ou inappropriées des antibiotiques aux poulets (la
durée du traitement et la dose quotidienne indéfinies ;
I’automédication : 1’¢leveur une fois confronté aux mémes symptOmes, traitera ses
animaux avec les mémes antibiotiques que ceux précédemment prescrits par le vétérinaire,
ne faisant appel a ce dernier qu’en cas d’échec thérapeutique (Sinaly, 2014);
la pression de sélection (due a l'emploi d'antibiotiques a large spectre) sur la flore
bactérienne, augmentant ainsi l'avénement de bactéries multi-résistantes (Manyi-Loh et
al., 2018);
I'environnement d'élevage : la contamination du sol par la litiere de volaille peut induire
une résistance chez les bactéries qui y habitent. Le transfert de bactéries résistantes de la
ferme a I'environnement peut se produire par dispersion de fumier non traité et par les
ventilateurs d'extraction (Guo et al., 2021).
I'intensification des pratiques agricoles et le systeme de gestion des déchets avicoles

(Manyi-Loh et al., 2018);
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la transmission via les vecteurs (la faune), l'eau, le sol, les plantes et les actions

anthropologiques (Collignon, 2018).

5. Résistance des entérobactéries aux pB-lactamines

5.1. Résistance naturelle
Elle est caractéristique de l'espeéce et est déterminée par des modifications génétiques
chromosomiques, ce qui la rend toujours transmissible verticalement a la descendance.
Les entérobactéries présentent une résistance naturelle aux pénicillines G et aux
pénicillines M, et la plupart d'entre elles produisent naturellement diverses B-lactamases, les
classant ainsi en sept groupes phénotypiques de résistance naturelle (Annexe 03) (Hernandez

et al., 2017).

5.2. Résistance acquise

Cette résistance résulte de mutations génétiques ou de 1'acquisition de génes étrangers par
le biais d'éléments génétiques mobiles tels que les plasmides et les transposons. La
transmission de la résistance acquise peut étre verticale et/ou horizontale, selon le mode de

transfert des éléments génétiques entre les bactéries (Mhaya, 2019).

5.3. Mécanismes de résistance

Il existe quatre mécanismes principaux par lesquels les entérobactéries peuvent surmonter
les B-lactamines :

a) Modification des cibles moléculaires des p-lactamines

La modification du site actif des PBPs peut réduire I'affinité pour les B-lactamines (Drawz
& Bonomo, 2010). Ce type de résistance est trés rare chez les entérobactéries.

b) Diminution de I'expression des protéines de membrane externe

Les béta-lactamines doivent soit diffuser, soit traverser directement les canaux porineux
dans la membrane externe des parois cellulaires bactériennes. Certaines entérobactéries
(comme FEnterobacter spp., Klebsiella pneumoniae et Escherichia coli) présentent une
résistance aux carbapénemes basée sur la perte des Outer Membrane Proteins (OMP).

A noter que la perturbation de ces protéines seules n'est pas toujours suffisante pour

produire le phénotype de résistance, et généralement ce mécanisme est trouvé en combinaison
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avec l'expression de B-lactamases (Drawz & Bonomo, 2010).

c) Pompes d'efflux

Faisant partie soit d'un phénotype de résistance acquis soit intrinseéque, elles sont capables
d'exporter une large gamme de substrats du périplasme vers l'environnement extérieur. A
noter que l'efflux actif est souvent combiné a l'imperméabilité chez les entérobactéries (Vallée
et al., 2018).

d) Production d'enzymes inactivatrices appelées p-lactamases

I1 s’agit du principal mécanisme de résistance des entérobactéries vis-a-vis des -lactamines.
I1 existe de nombreuses B-lactamases avec des structures et des spectres d'hydrolyse différents
(Vallée et al.,, 2018). Ces enzymes sont capables d’hydrolyser le pont B-lactame, des B-
lactamines (Figure 08), site de fixation des PBPs (Usman Umar Zango, 2019). Les génes

des p-lactamases peuvent avoir un support génétique chromosomique ou extra-

chromosomique.
R R
HN lactam ring HN
=58 p-lactamase = -
j \ (eg.ESBL) P "\/
/1—_ N " /.,/ ‘U, o HN.,_‘_ // Uy
o OH
COO~ CO0~
Penicillin Penicilloic acid

Figure 08 : Mécanisme d’hydrolyse de la pénicilline par une B-lactamase (Harris, 2015)
5.4. Classification des B-lactamases

Suite a I’utilisation massive des B-lactamines, des f-lactamases a large spectre (BLS), des
B-lactamases a spectre tendu (BLSE), des céphalosporinases et des carbapénémases ont
émergé dans le monde et continuent a se diversifier (Mhaya, 2019).

La classification moléculaire d'Ambler, selon la structure primaire des différentes -
lactamases et la classification fonctionnelle de Bush-Jacoby-Medeiros tenant compte des
substrats et du profil d’inhibition (Figure 09) sont les deux systemes de classification les plus

couramment utilisés pour les B-lactamases (Rijalin, 2024). La classification de Bush et
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Jacoby répartit les B-lactamases en fonction de leur sensibilité a certains inhibiteurs, tels que
I’acide clavulinique, ’EDTA et, plus récemment, de 1’avibactam (Bush, 2018). Elle a un
intérét pratique car elle permet d’orienter en routine 1’identification des B-lactamases a partir

du phénotype de résistance aux B-lactamines des souches qui les produisent.

(lasse A—¥xtended-Spectrum Beta-Lactamase é\

" Groupe |||

Aféta-lactamases de type sérine—iClasse D———D0XA Béta-lactamases \\/
— [r—— M

Classification_d'Ambler Classe_c}——N\mpC_BétaAlactamases‘6— Groupe | J

SOJIDPaN
-Aqooe[-ysng ap uopeosyisse|d |

r -
Baactamases métall— Classe B———dMétalo-béta-actamases €<——  Groupe || |

|

Figure 09 : Classification des B-lactamases (Rijalin, 2024).
5.5. Description des B-lactamases les plus couramment rencontrées chez les
entérobactéries
» P-lactamases du groupe 1 (classe C de Ambler)

I s’agit principalement des céphalosporinases chromosomiques spécifiques des bacilles a
Gram négatif. Ces enzymes ont une préférence pour I'hydrolyse des céphalosporines de
premiere génération (C1G) telles que la céfalotine, conduisant a une résistance a toutes les -
lactamines, sauf les carbapénémes, lorsqu'elles sont produites en grande quantité. Les
céphalosporinases AmpC, retrouvées chez plusieurs entérobactéries (E. coli, Enterobacter
spp.), sont des exemples de ces enzymes.

Depuis 1989, des céphalosporinases plasmidiques ont été identifiées, principalement chez
K. pneumoniae, avec des homologies avec des enzymes chromosomiques. Les genes
chromosomiques codant pour les enzymes de type AmpC ont été transloqués sur des
plasmides, favorisant leur diffusion chez d'autres espéces bactériennes (Bonomo, 2018; Wu,
2019).

» [3-lactamases du groupe 2 (classe A de Ambler, sauf 2d, 2de et 2df)
Elles sont hétérogenes et subdivisées en 8 classes (2a, 2b, 2be, 2br, 2¢, 2d, 2e et 2f). La

classe 2b comprend les BLS qui hydrolysent préférentiellement les pénicillines mais affectent
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aussi les céphalosporines de 1¢re et 2¢me génération. Les enzymes TEM-1, TEM-2 et SHV-1
sont les plus communes de cette classe.

La classe 2be est réservée aux BLSE qui inactivent les pénicillines, les C3G et les
monobactames. Les BLSE de type CTX-M sont particuliérement pandémiques. La classe 2bf
comprend des BLSE qui hydrolysent également les carbapénémes, telles que les enzymes
KPC (Klebsiella pneumoniae productrice de carbapénemase).

Les B-lactamases de la classe 2d sont des oxacillinases (OXA) généralement peu sensibles
a Dl’acide clavulanique. Les oxacillinases de type 2df, comme OXA-48, conférent une
résistance a bas niveau aux carbapénémes (Bonomo, 2018; Wu, 2019).

» [R-lactamases du groupe 3 (classe B de Ambler)

Elles sont également connues sous le nom de métalloenzymes, elles sont caractérisées par
un site catalytique contenant un ion métallique Zinc (Zn2+), contrairement aux autres B-
lactamases qui ont une sérine OH. La chélation du Zn2+ par I'EDTA inhibe l'activité de ces
enzymes.

Les métalloenzymes sont des carbapénémases a large spectre, capables d'hydrolyser non
seulement 1'imipéneéme, mais aussi les pénicillines et les céphalosporines. Les métalloenzymes
acquises sont regroupées dans la sous-classe 3a. Parmi celles-ci, les enzymes de type IMP et
de type VIM sont couramment retrouvées chez de nombreuses especes d'entérobactéries

(Bonomo, 2018; Wu, 2019).
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1. Objectifs

Cette étude visait a réaliser un questionnaire sur l'utilisation des béta-lactamines en élevage
des poulets dans I'est algérien, plus précisément a Tébessa, et a répondre a ces objectifs :

v' isolement d'entérobactéries résistantes aux céphalosporines de troisieme génération et
aux carbapénémes dans le viande de poulet commercialisée dans la Willaya de
Tébessa;

v'identification biochimique des isolats obtenus;

v’ caractérisation phénotypique de certains mécanismes enzymatiques de résistance aux

B-lactamines : la production des BLSE et des carbapénemases (CP).

2. Cadre d’étude

Cette recherche a été réalisée au laboratoire de microbiologie du Département de biologie
appliquée de la Faculté des sciences exactes et des sciences de la nature et de la vie de
'Université Echahid Cheikh Larbi Tebessi-Tébessa, sur une période de trois mois, allant du 12

février au 27 mai 2024.

3. Matériel

3.1. Matériel biologique

31 échantillons de blanc de poulet.

3.2. Matériel non biologique

a) Appareils, instruments, consommables, verreries, réactifs et colorants (Annexe
04).

b) Milieux de culture (Annexe 05)

e Bouillon Tryptone-sel

e Gélose Mac Conkey (MC)

e Gélose Nutritive (GN)

e Gélose Mueller-Hinton (MH)

¢) Produits

e Galerie API 20E BioMérieux, France.
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e Antibiotiques en poudre : Céfotaxime (Ayataxim ®) et Imipénéme (Samipenem ®).
e Disques d'antibiotiques :

Amoxicilline/acide clavulanique (20-10ug)

Ceftazidime (30 ug)

Céfotaxime (30ug)

Céfepime (30ug)

Imipéneme (10ug)

NN NN

Méropénéme (10ug)
e  Rouge de phénol

e  Sulfate de zinc (ZnSOy)
e NaOH

e TrisHCI

4. Méthodes

Notre travail pratique combine, d'une part, une enquéte menée au moyen d’un
questionnaire destiné aux vétérinaires de la wilaya de Tébessa et, d'autre part, une
méthodologie présentant les protocoles utilisés pour atteindre nos objectifs.

La démarche des manipulations réalisées au niveau du laboratoire, depuis le prélevement
des échantillons jusqu’aux tests phénotypiques de détection des BLSE et des CP est présentée

dans I’organigramme ci-dessous (Figure 10).
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Figure 10: Schéma récapitulatif du protocole de travail
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4.1. Questionnaire

Un questionnaire structuré¢ (Annexe 06) de 11 questions a été établi pour investiguer les
connaissances et les attitudes concernant 1'utilisation des béta-lactamines et 'antibiorésistance
en ¢levage de poulets dans la région de Tébessa. Pour collecter les données sur terrain, le
contenu du questionnaire a ¢été présenté et discuté de maniére participative avec des
vétérinaires spécialisés en aviculture, d'une part, et d'autres intervenants. Les questions

abordaient les points suivants :

nombre d’années de travail du vétérinaire pour connaitre son expérience
professionnelle;

- raisons de l'utilisation des béta-lactamines dans I'élevage avicole;

- modes d'administration des béta-lactamines;

- le mode le plus utilisé par les éleveurs;

- utilisation correcte des béta-lactamines par les éleveurs;

- causes d'échec thérapeutique et antibiotiques de recours;

- solutions proposées pour résoudre ces problemes.

> Participants interrogés

On considére qu'un vétérinaire est capable de comprendre pleinement la situation de
I'¢leveur face au probléeme de la résistance aux antibiotiques, grace aux compétences acquises
dans son domaine de spécialisation et a 1'expérience accumulée (OIE, 2015). Une meilleure
compréhension de leurs croyances et de leurs connaissances concernant l'utilisation des
antimicrobiens et la résistance aux antimicrobiens pourrait fournir un apercu de leurs
comportements de prescription et aider a interpréter nos résultats.

» Diffusion du questionnaire

Certains questionnaires ont été distribués directement aux vétérinaires, tandis que d'autres

ont été envoyés via des vétérinaires intermédiaires et des fournisseurs de produits vétérinaires.
» Collecte et traitement des données

Grace a la participation proactive des vétérinaires, on a pu récupérer 25 questionnaires

diment remplis. Ces données ont été ensuite présentées sous forme de tableaux pour faciliter

leur analyse et leur interprétation.
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4.2. Echantillonnage

Pendant la période allant du 9 mars au 28 avril 2024, 31 échantillons de blanc de poulet ont
été préleves de maniére aléatoire dans quatre communes de la wilaya de Tébessa : Tébessa,
Hammamet, Cheria et Bir Dhab (Annexe 07).

La méthodologie d'échantillonnage est décrite comme suit (Figure 11) :

= Prélevement des échantillons

L’¢échantillonneur s’est comporté comme un consommateur ordinaire et il a acheté un

blanc de poulet.
= Conditionnement

Chaque échantillon a été soigneusement placé dans un sac Ziploc® stérile unitaire et
hermétiquement fermé. Un étiquetage précis a été effectué sur chaque sac, indiquant le
numéro de 1’échantillon, la date et le lieu de prélévement.

»= Transport au laboratoire
Les échantillons ont été rapidement acheminés au laboratoire dans une glaciére, en veillant

a maintenir une température entre +2°C et +8°C, jusqu’a I’arrivée au laboratoire.

Blanc de poulet

Transport J J

Figure 11: Prélévement et transport des échantillons (Photos personnelles, 2024)
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4.3. Isolement sélectif des ERC3G et ERC
Le protocole a été établi conformément a la méthode de référence ANSES/LMV/18/01

version 2 pour 1’analyse en sécurité sanitaire des aliments, intitulée "Isolement d’Escherichia

coli producteurs de BLSE, AmpC ou carbapéneémases dans les viandes fraiches".

Cette méthode repose sur l'utilisation de milieux sélectifs additionnés d'antibiotiques,

permettant a la fois l'isolement et la sélection des entérobactéries productrices de BLSE, des

AmpC ou de CP. Le protocole inclut cinq étapes (Figure 12) :

> pré-enrichissement non sélectif;

» isolement sélectif;
» purification;
> identification;

» conservation;

Remarque : le protocole a été adapté selon les moyens et les conditions disponibles.

Phase de pré-enrichissement

Phase d'isolement sélectif , purification et conservation

J/\

L blanc dt poult.l |
- Bnetaie
‘u.mnu

™

10 g de blanc de poulet )

Hehantillon de poulet

g:nc :~. R l

g
leptnm -sel

Incubation pd 24h

Préparation Gélose MacConkey
i additionné aux antibiotiques

f FTAd gl IMP 2 g/,
2 /f;;’\ /
V 3 E
arx
MacConkey+CTX MacConkey+IMP

Isolement

3 El- &

4L 8N \‘J/
Echantillon Ensemencement  Incubation Aspect cultural
Pré-enrichie d 24h
e T B 4CTT

|
Conservation sur
GN incling

Purification des colonies isoles

Figure 12: Schéma récapitulatif du protocole d'isolement sélectif
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4.3.1. Pré-enrichissement (Figure 13) :
e Peser 10g de blanc de poulet prélevés en profondeur de la viande.

e Transférer cette quantité dans un bocal stérile et rajouter 90 ml de Tryptone-sel.

e Incuber & 37 °C pendant 24 a 48 heures.

Echantillon de blanc @ Pesée 10g déchantillon @ 10g de blanc de poulet
de poulet

Transfert dans un Ajout de 90 mL Incubation pd 24h
bocaux stérile Tryptone-sel asic

Figure 13 : Etape du pré- enrichissement (photos personnelles, 2024)
4.3.2. Isolement sélectif
> Principe

Un isolement sélectif est réalisé sur un milieu de culture contenant un antibiotique, qui
inhibe la croissance des bactéries sensibles a l'antibiotique, tandis que celles résistantes
peuvent se développer. Cela permet d'isoler et d'identifier les bactéries résistantes a
l'antibiotique en question.

Le milieu utilis€¢ dans notre travail est le milieu Mac Conkey additionné de céfotaxime
(CTX) ou d'imipénéme (IMP). Le céfotaxime a été utilisé a une concentration finale de 1mg/I
pour la sélection des entérobactéries résistantes aux céphalosporines de troisiéme génération
(ERC3G). L’imipénéme a été utilisé a une concentration finale de 2 mg/1 pour la sélection des

entérobactéries résistantes aux carbapénémes (ERC).
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» Technique

a) Préparation des solutions d'antibiotiques (Figure 14).

e Répartir 10 ml d'eau distillée stérile dans deux tubes a essai, en les étiquetant
respectivement "CTX" et "IMP".

e Peser 20 mg de l'antibiotique céfotaxime en poudre (Ayataxim ®) et 20 mg de
I'antibiotique imipéneme (Samipenem ®) sur un petit morceau de papier aluminium.

e Transférer la quantité pesée de chaque antibiotique dans son tube respectif.

e Mélanger soigneusement chaque solution.

e Conserver les solutions a 4°C.

e Les solutions doivent étre utilisée extemporanément.

Figure 14: Préparation des solutions d'antibiotiques (photos personnelles, 2024)

b) Préparation de la gélose Mac Conkey
La gélose Mac Conkey (MC) est un milieu de culture sélectif et discriminant utilis€¢ pour
isoler et différencier les bactéries a Gram négatif, notamment les membres de la famille des
entérobactéries, en évaluant leur capacité a fermenter le lactose. Les bactéries lactose-
fermentantes seront colorées d'un rose caractéristique, tandis que les non-fermentantes

donneront des colonies transparentes (Cahaya et al., 2021).
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» Technique (Figure 15)
e Dissoudre 51,55 g de milieu déshydraté dans 1000 ml d'eau distillée.
e Porter lentement le mélange a ébullition sous agitation constante jusqu'a dissolution
compléte.
e Répartir le milieu dans des flacons de 100 ml.
e Steriliser a l'autoclave pendant 15 minutes a 121 °C.

e Laisser les flacons sur une surface froide.

Figure 15: Préparation de la gélose Mac Conkey (photos personnelles, 2024)

c) Ajout d'antibiotiques a la gélose Mac Conkey (Figure 16)

e Ajouter 50 pul de la solution de céfotaxime préalablement préparée, a 100 ml de gélose
Mac Conkey pour avoir le milieu MC + CTX a une concentration finale de 1 mg/L.

e Ajouter 100 ul de la solution d'imipénéme préalablement préparée, a 100 ml de gélose
Mac Conkey pour avoir le milieu MC + IMP a une concentration finale de 2 mg/L.

e Mélanger soigneusement le milieu pour assurer une distribution uniforme des
antibiotiques.

e Couler les milieux dans des boites de Pétri sur lesquelles est noté le nom de I'antibiotique

correspondant (CTX ou IMP) et laisser solidifier.
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B, MacConkey + IMP a 2 mg/L

Figure 16 : Ajout d'antibiotiques a la gélose Mac Conkey (photos personnelles, 2024)
d) Isolement d'ERC3G (Figure 17)
e Agiter doucement I'échantillon pré-enrichi la veille.
e Prélever une 6se de 10 pl et étaler sur un seul cadran d'une boite de MC + CTX (1 mg/L).
e A partir de ce premier étalement, procéder a deux étalements supplémentaires en
reprenant la méme 6se afin d’obtenir des colonies bien isolées.

e Incuber & 37 °C pendant 24 a 48 heures.

e) Isolement d'ERC (Figure 17)

11 est réalisé sur MC + IMP (2 mg/L) de maniére similaire que l'isolement précédent.

o Echantillon pré-enrichie et MC o Une ose d"échantillon

©) Ensemencement

|

Figure 17: Isolement sélectif (photos personnelles, 2024)
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4.3.3. Purification

La purification se fait en poursuivant le repiquage sur le méme milieu jusqu’a I’obtention
d’un isolat pure présentant les mémes caractéristiques que celui obtenu en premier isolement
(Boutaiba, 2023).

Les colonies présentant des aspects culturaux des entérobactéries et donnant des
coccobacilles ou des bacilles a Gram négatif ont été purifiées par repiquage sur gélose Mac

Conkey (Figure 18).

S

Figure 18: Purification sur gélose Mac Conkey (photos personnelles, 2024)

4.3.4. Conservation des isolats

La conservation a basse température (2~4 °C) sur milieu gélosé est une méthode facile a
utiliser et est souvent appliquée pour la conservation des souches microbienne sur une courte
période (Lei, 2017).

Les isolats purs sont ensemencés sur gélose nutritive (GN) inclinée par des stries serrées et

incubées a 37°C pendant 24h, puis conservées a 4°C (Figure 19).

Figure 19 : Conservation des isolats (photos personnelles, 2024)
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5. Identification biochimique des isolats

L'identification des isolats est effectuée a 1’aide de la galerie miniaturisée API 20E. Il s’agit
d’un systéeme standardisé pour l'identification des Enterobacteriaceae et autres bacilles a
Gram négatif non fastidieux, comprenant 21 tests biochimiques miniaturisés, ainsi qu'une
base de données (Bio Mérieux).

» Principe

La galerie APl 20 E comporte 20 microtubes contenant des substrats déshydratés. Les
microtubes sont inoculés avec une suspension bactérienne qui reconstitue les tests. Les
réactions produites pendant la période d'incubation se traduisent par des virages colorés
spontanés ou révélés par l'addition de réactifs. La lecture de ces réactions se fait a l'aide du
tableau de lecture et I'identification est obtenue a l'aide du Catalogue Analytique ou d'un
logiciel d'identification (Bio Mérieux).

» Technique
a) Repiquage des isolats

L’identification doit étre réalisée sur une culture jeune et pure, car la qualité des résultats

obtenus dépend largement de la fraicheur et de la pureté des isolats testés. Les isolats

conservés ont été repiqués sur GN et incubés pendant 18 a 24h a 37 °C (Figure 20).

Figure 20 : Repiquage des isolats (photos personnelles, 2024)

b) Préparation de la galerie (Figure 21)
e Réunir fond et couvercle d'une boite d'incubation et répartir environ 5 ml d'eau

distillée stérile dans les alvéoles pour créer une atmosphére humide.
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d)

Inscrire la référence de 1’isolat sur la languette latérale de la boite. (Ne pas inscrire la
référence sur le couvercle, celui-ci pouvant étre déplacé lors de la manipulation).
Sortir la galerie de son emballage.

Placer la galerie dans la boite d'incubation (Bio Mérieux).

Préparation de I'inoculum (Figure 21)

A l'aide d'une anse de platine, prélever 2 ou trois colonies bien isolées sur GN.
Emulsionner soigneusement dans 5 ml d'eau physiologique stérile pour obtenir une
suspension bactérienne homogéne.

Cette suspension doit étre utilisée extemporanément.

Inoculation de la galerie (Figure 21)

Introduire la suspension bactérienne dans les tubes de la galerie a l'aide de la méme
pipette Pasteur (pour éviter la formation de bulles au fond des tubes, poser la pointe de
la pipette sur le coté de la cupule, en inclinant légérement la boite d'incubation vers

l'avant) :

VP

pour les tests : ADH, LDC, ODC, H,S, URE, créer une anaérobiose en remplissant

pour les tests : | CIT] GEL Jremplir tube et cupule;

leur cupule d'huile de vaseline stérile;
pour les autres tests, remplir uniquement les tubes (et non les cupules),
Refermer la boite d'incubation.

Incuber a 36°C £ 2°C pendant 18-24 heures.
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,—( 1.Préparation de la galerie )— ,—( 2.Préparation de l'inoculum ]—

La référence de la souche

Figure 21: Protocole de la réalisation d'API20E (photos personnelles, 2024)
e) Lecture
Apres incubation, la lecture de la galerie doit se faire en se référant au tableau de lecture
(Annexe 08).

e Si le nombre de tests positifs avant ajout des réactifs (y compris le test GLU) est
inférieur a trois, réincuber la galerie 24 heures (plus ou moins 2 heures) de plus sans
rajouter les réactifs.

e Si trois tests ou plus (test GLU + ou -) sont positifs, noter sur la fiche de résultats
toutes les réactions spontanées puis révéler les tests nécessitant I’addition de réactifs.

Remarque : le test de la recherche de production d’indole doit étre réalis€¢ en dernier, car
cette réaction libere des gaz qui risquent d’altérer I’interprétation d’autres tests de la galerie.

Ne pas remettre le couvercle d’incubation apres 1’ajout du réactif.

Test TDA : ajouter une goutte de réactif TDA. Une couleur marron-rougeatre indique une

réaction positive a noter sur la fiche de résultats.
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Test VP : ajouter une goutte des réactifs VP1 et VP2. Attendre 10 minutes. Une couleur
rose ou rouge indique une réaction positive a noter sur la fiche de résultats. Une faible

coloration rose apparaissant aprés 10 minutes doit étre considérée négative.

Test NO ; : ajouter 2 gouttes de réactifs NIT1 et NIT2 dans le tube GLU. Attendre 2 a 3
mn. Une coloration rouge indique une réaction positive. Une réaction négative (coloration
jaune) peut étre due a la production d'azote, ajouter 2 a 3 mg de la poudre de Zn dans la
cupule GLU. Aprées 5 minutes, Un tube resté jaune indique une réaction positive a noter sur
la fiche de résultats. Si la cupule est rose-rouge, la réaction est négative, les nitrates encore

présents dans le tube ont été réduits en nitrites par le Zinc.

Test IND : ajouter une goutte de réactif de Kovacs, attendre 2 minutes. Une couleur rose

diffusant dans toute la cupule indique une réaction positive a noter sur la fiche de résultats.

f) Interprétation

L’identification est obtenue a I’aide d’un logiciel d’identification (feuille Excel).

6. Caractérisation des phénotypes de résistance aux p-lactamines

6.1 . Recherche de BLSE
La recherche de BLSE a ét¢ faite par trois tests :
v Test de synergie
v’ Test de rapprochement des disques
v’ Test du double disque.
Ces tests sont basés sur le fait que les BLSE peuvent étre inhibées par des inhibiteurs de
B-lactamases tels que l'acide clavulanique (Gebremichael ez al., 2020). Ils sont réalisés selon

le ’organigramme ci-apres (Figure 22).
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[ Test de synergie ]

—

) )
CAZ <22 mm
et/on CTX =27mm

BLSE (1) 4—[ I;Icm ] [ Oui ]
v
[ Test de rapprochement ]
S @)
J BLSE (+)
[ Test du double disque ] - ¢
) o)
v v

Figure 22: Organigramme des tests de détection des BLSE

6.1.1. Test de synergie
» Principe
Le test consiste a rechercher une image de synergie entre un disque d’antibiotique
contenant un inhibiteur de béta-lactamase (amoxicilline + acide clavulanique) et un disque de
C3G (ceftazidime et céfotaxime) et un disque de céphalosporine de quatriéme génération
(céfépime). Cette image est dite « bouchon de champagne » (CA-SFM, 2023; CLSI, 2023).
» Technique
Le test est réalisé selon la méthode de 1’antibiogramme standard.
a) Préparation du milieu MH
La gélose MH doit étre coulée a une épaisseur de 4 mm + 0.5 mm (approximativement 25
ml pour une boite de 90 mm de diameétre).
b) Préparation de I’inoculum
Une suspension bactérienne est préparée a partir d’une culture jeune de 18-24 heures sur
GN en prélevant au moins 03 colonies, en les émulsionnant dans 05 ml d’eau physiologique
stérile. Bien homogénéiser la suspension bactérienne. Son opacité de doit étre équivalente a
une DO de 0,08 a 0,1 lue a 625 nm soit 0,5 Mac Farland. Cela correspond a une culture pure a

peine confluente de 10° a 10° UFC/ml. Ajuster I’opacité de la suspension par comparaison a
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I’étalon Mac Farland 0,5 préparé (Figure 23) (CA-SFM, 2023) (Annexe 09).

Figure 23: Comparaison de la suspension a 1’étalon Mac Farland 0,5
(Photo personnelle, 2024)

c) Ensemencement de la gélose (Figure 24)

L’inoculum bactérien doit idéalement étre employé dans les 15 min qui suivent sa
préparation.

- Plonger un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne et égoutter-le sur les parois du
tube pour éliminer I’excés de liquide.

- Ensemencer la boite de MH en stries serrées, en frottant I'écouvillon sur sa surface et en
tournant la boite 3 fois de 60°C afin d'assurer une bonne distribution de I'inoculum.

- Les boites sont laissées sur paillasse pour séchage.

d) Dépot des disques et incubation des boites (Figure 24)

Les disques sont déposés soigneusement a [’aide d’une pince stérile a plat sans
déplacement (car la diffusion des antibiotiques est trés rapide) et appuyés légerement, a la
surface du milieu MH séché.

Déposer un disque d'amoxicilline + acide clavulanique (AMC 20/10pg) au centre de la
gélose. A une distance de 2,5 cm du centre du disque d'AMC, placer un disque de ceftazidime
(CAZ 30pg), céfotaxime (CTX 30ug) et céfépime (FEP 30ng) (Figure 25). Les boites sont

incubées pendant 18-24 h a 37° C (couvercle en haut).
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Figure 25: Disposition des disques pour le test de synergie
> Lecture
La présence d’image de synergie dite « bouchon de champagne » est caractéristique de la

présence de BLSE (Figure 26).

Figure 26 : Image de synergie en bouchon de champagne
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6.1.2. Test du rapprochement des disques
» Principe
Lorsqu’un second mécanisme de résistance est susceptible de masquer la présence de
I'image de BLSE, la méthode de rapprochement peut étre employée pour détecter cette image
cachée. Cette méthode consiste & rapprocher des disques des C3G du disque contenant de
I'acide clavulanique (Abid et al., 2007).
> Technique
L'inoculum est préparé et ensemenceé de la méme maniére que pour le test de synergie. Un
disque AMC est placé au centre de la gélose MH. Deux disques de CTX sont placés a
différentes distances du disque AMC, mesurées centre a centre (15 mm et 20 mm).
> Lecture
La restauration de l'activité de la C3G utilisée (CTX) est indiquée par I'apparition d'une
image de synergie entre les disques de C3G et AMC.
6.1.3. Test de confirmation (Technique du double disque)
» Principe
Ce test consiste a rechercher une augmentation de la zone d’inhibition d’un disque de C3G,
précédeé par I’application d’un disque contenant I’AMC, comparé a un autre disque portant la
méme céphalosporine et placé cote a cote sur la gélose MH. En mesurant les zones
d'inhibition autour de chaque disque, une différence de 5 mm entre les deux diamétres est
considérée comme un indicateur de la production de BLSE par les souches testées (CA-SFM,
2023).
» Technique (Figure 27).
e Procéder de la méme maniere que le test de synergie dans la préparation de 1’inoculum
et I’ensemencement.
e Placer deux disques d’antibiotiques : un disque d’AMC et un disque de CTX a une
distance de 2,5 cm centre a centre.
e Laisser diffuser a la température ambiante du laboratoire pendant une heure de temps.
e Remplacer le disque d’AMC par un disque de CTX.

e Incuber pendant 18 heures a 37°C.
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Figure 27: Réalisation de test double disque (photos personnelles, 2024)
» Lecture
Un résultat positif est indiqué si le diamétre d'inhibition autour du C3G, appliqué apres la
prédiffusion de I’AMC, est spérieur ou égal a 4 a 5 mm par rapport au diameétre de la zone

d'inhibition autour du disque de C3G seul (Figure 28).

1heureaT Incubation |
ambiante

Figure 28: Lecture du test du double disque

6.2. Recherche d’une carbapénémase
6.2.1. Screening des souches suspectes productrices de CP

Il est réalisé en testant la sensibilité des souches aux carbapénemes : I’'imipénéme (IMP
10uQ) et le méropénéme (MRP 10ug).

» Technique

e  Procéder de la méme maniere dans la préparation de 1’inoculum et I’ensemencement.

e  Déposer les disques d’antibiotiques IMP et MRP.

e Incuber pendant 18 heures a 37°C.

> Lecture et interprétation

Mesurer le diametre de la zone d’inhibition a 1’aide d’une regle. Toute souche présentant une
zone de diameétre < 22mm pour IMP et/ou MRP est considérée comme suspecte productrice

de CP (CA-SFM, 2023).
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6.2.2. Test Carbapénémase Nordmann-Poirel (Carba NP)

> Principe

Le test Carba NP test est une méthode biochimique de détection des carbapénémases

développée par Nordmann et son équipe. Ce test met en évidence ’acidification du milieu

grace a un indicateur coloré lors de I’hydrolyse de I'imipénéme par une carbapénémase.

L’indicateur coloré, le rouge de phénol, vire au jaune lors de 1’hydrolyse de I’imipénéme par

production d’acide et donc diminution du pH. Ce test est actuellement recommandé en

premiére ligne pour le dépistage de I’activité carbapénémase par le CLSI (2023) (Figure 29).

R R
N - Carbapenemase
2N /X‘\R ' HO —~ T\
.S o > o >r-\x:> N\
COOM N pH
» - \
Carbapenem HLE. COOH
Imipenem e‘! Ackd production Colorimetri
Jetection
Red £:> Yellow
A
Absence de Production d'une
carbapénémase carbapénémase
1_‘ 2 1 : solution de réveéiation

(contrdie négatlf inteme)

2 : Solution de révéiation +
Imipénéme

Figure 29: (A) Principe du test Carba NP, (B) Résultats du test Carba NP (Dortet ef al.,

2013 ; Nordmann et al., 2013).

» Technique

a) Préparation de la solution A :

La solution A (solution contenant I’indicateur de pH) est préparée comme suit :

Préparer une solution concentrée de rouge de phénol 0.5% poids/volume (Annexe 10).
Mélanger 2ml de la solution concentrée de rouge de phénol dans 16.6ml d’eau
distillée.

Ajuster le pH a 7.8, en ajoutant goutte a goutte une solution de NaOH (0,1N) (Annexe
10).

Ajouter 180 ul d’une solution de ZnSO4; 10 mM (Annexe 10) pour obtenir une

concentration finale de ZnSO, a 0.1 mM.

La Solution A est stable a température ambiante pendant une semaine et peut étre conservée
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pendant plusieurs mois a -20°C. La solution A + imipénéme (6 mg/ml) doit impérativement

étre préparée extemporanément.

b) Protocole (Figure 30)

Ajouter 200 pl du tampon de lyse Tris-HCI 20 mM dans 1 tube Eppendorf de 1.5 ml.
Bien resuspendre une Ose calibrée (10 pl) de colonies bactériennes dans le tube
contenant le tampon de lyse (les colonies bactériennes peuvent étre prélevées a partir
de la culture autour du disque IMP ou MRP).

Veérifier que les colonies ont bien été remises en suspension.

Mélanger par Pipetage (de haut en bas) ou par vortex pendant 5 secondes, pour bien
dissocier les colonies bactériennes dans le tampon de lyse.

Mettre 100 pl de lysat bactérien dans deux tubes d’Eppendorf étiquetés « A » et « B »
+ code de la souche testée.

Pour chaque souche a tester, ajouter (i) 100 pl de Solution A dans le premier tube
Eppendorf puis (ii) 100 ul de Solution A + imipénéme 6 mg/ml dans le second tube
Eppendorf.

Vortexer.
Incuber a 37°C pendant un maximum de 2h
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Ose calibrée de colonies Bien suspendre

100 ul de Iysat dans « A» 100 pl de lysat dans «

Solution A et Solution B 100 pl de Solution A

100 pl de Solution A + imipénéme dans 2eme tube

Vortexer pendant 5 secondes

Lysat bactérien A et B

Solution A dans le ler tube

Vortexer

Figure 30 : Protocole du test Carba NP (photos personnelles, 2024)
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> Lecture et interprétation
La lecture et I’interprétation du test Carba NP est faite selon le tableau 03.

Tableau 03: Interprétation des résultats de test Carba NP (CLSI, 2023).

Tube 1 Tube 2 ..
T T Interprétation
(sans imipénéme) (plus imipéneme)
Rouge ou rouge orange Rouge ou rouge orange Négative
pas de carbapénémase
Rouge ou rouge orange Orange claire, jaune foncé, Positive
ou jaune production de carbapénémase

Rouge ou rouge orange Orange Invalide
Orange, orange claire, N'importe quelle couleur Invalide

jaune foncé, ou jaune
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Conclusion et perspectives

La production avicole, notamment celle du poulet, constitue une filiere essentielle dans les
pays en voie de développement, dont 1’Algérie. Cependant, les pratiques liées a I’utilisation
des antibiotiques en aviculture ont contribué¢ a 1’émergence des bactéries résistantes,
principalement, les entérobactéries productrices de béta-lactamases a spectre étendu (BLSE)
et de carbapénémases (CP), suscitant ainsi une préoccupation croissante pour la santé
publique. Notre étude vise a identifier des entérobactéries résistantes aux béta-lactamines
isolées de la viande de poulet et a rechercher des béta-lactamases a spectre étendu (BLSE) et

des carbapénémases (CP).

Les résultats ont montré la prédominance d’E.coli avec présence d’especes opportunistes
comme Klebsiella oxtoca et Proteus mirabilis et d’autres pathogénes comme Salmonella
arizonae. La production des BLSE a été confirmée dans une proportion significative de ces
souches, qui présentaient également des taux de résistance relativement élevés aux béta-
lactamines : amoxicilline-acide clavulanique, céfotaxime, ceftazidime et céfepime. En

revanche, la production des CP a été détectée dans une faible proportion des souches.

Bien que les céphalosporines de troisieme génération soient rarement prescrites en
aviculture, cette étude montre a la présence des entérobactéries résistantes a ces béta-
lactamines dans la viande de poulet. Ce constat est justifié par les mauvaises pratiques en
élevage de poulet, confirmées par les données fournies par le questionnaire réalisé sur
I'utilisation des béta-lactamines dans I'élevage avicole dans la région de Tébessa. Il s’agit
principalement de l'automédication, de l'usage excessif d'antibiotiques et du manque
d'hygiene.

Notre étude met en évidence de maniere significative I'émergence des entérobactéries
productrices de BLSE dans la viande de poulet, qui constitue une source potentielle de
transmission de ces bactéries a I’homme, posant ainsi un risque pour la santé publique. Il est
essentiel de noter également I'importance des entérobactéries productrices de carbapénémases

dans ce contexte.
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En perspectives, nous proposons :

“+ Des perspectives de recherche pour compléter les résultats obtenus :
e Effectuer le test a la cloxacilline pour rechercher la présence de BLSE en association

avec une céphalosporinase.

e Réaliser une caractérisation moléculaire des souches d’entérobactéries productrices de

BLSE et de CP et des génes de résistance codant pour ces béta-lactamases.

e Caractériser d’autres mécanismes de résistance non enzymatiques, des entérobactéries

aux béta-lactamines.

% Des perspectives de solutions :

e Mettre en place des alternatives pour minimiser le risque lié a l'utilisation des
antibiotiques, telles que le "Projet Poulet Vert" lancé en 2020 par des laboratoires
francais en partenariat avec la société Plantaxion en Algérie, qui vise a produire du
poulet sans utilisation d'antibiotiques, ce projet est réellement mis en place depuis
2022.

e Promouvoir l'utilisation d'alternatives biologiques, pour remplacer les antibiotiques en
élevage de poulet, notamment les molécules bioactives telles que les bactériocines et

les huiles essentielles de plantes médicinales.

o Sensibiliser et former sur I'approche "Une seule santé™ afin de renforcer la coopération

entre les secteurs de la santé publique, de la santé vétérinaire et de l'agriculture.
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Recommandations

» Pour les consommateurs :

Bien cuire la viande de poulet afin d'éliminer tout risque associé aux bactéries résistantes.

» Pour les vétérinaires :

Encourager une utilisation prudente des antibiotiques en aviculture, ceux-ci ne doivent

étre prescrits que lorsque cela est strictement nécessaire, conformément en suivant les

meilleures pratiques de gestion des antibiotiques.

> Pour les éleveurs :
Travailler en collaboration étroite avec des vétérinaires pour un suivi régulier de la santé
animale et appliquer les traitements seulement lorsque cela est nécessaire, en respectant
les doses et durées prescrites.
Adopter des pratiques d'élevage hygieniques, assurer des conditions de vie optimales,
notamment un environnement approprié, une alimentation équilibrée et des soins

adéquats.
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Genres

Escherichia

Salmonella

Shigella

Enterobacter

Citrobacter

Yersinia
Klebsiella

Annexes

Annexe 01: Quelques entérobactéries courantes et leur pouvoir pathogene (Delarras, 2014)

Espéces

Escherichia coli.

Salmonella bongori,

S. enterica, S. subterranean...

Shigella dysenteriae,

S. flexneri

Enterobacter aerogenes,

E. cloacae.

Citrobacter freundii,

C. youngae, C. braakii,
Yersinia enterocolitica

Quatre espéeces : Klebsiella

pneumoniae. K. oxytoca

Pouvoir pathogéne
Au moins cing groupes pathogénes différents causent la gastro-entérite : EAEC,
Escherichia coli entéro-agrégatif ; EIEC, Escherichia coli entéro-invasif ; EPEC,
Escherichia coli entéro-pathogéne ; ETEC, Escherichia coli entéro-toxinogéne ;
STEC, Escherichia coli producteur de toxine Shiga
Entérite (fievre, nausées, vomissements, diarrhée sanglante ou non sanglante,
crampes abdominales) ; fiévre entérique (fievre typhoide, fiévre paratyphoide) ;
bactériémie (le plus souvent observée avec les sérotypes Salmonella Typhi,
Salmonella Paratyphi
La forme la plus courante de maladie est la gastro-entérite (shigellose), une
diarrhée aqueuse initiale ; la forme grave de la maladie est causée par S.
dysenteriae (dysenterie bacillaire)

Pathogénes opportunistes responsables d'infections nosocomiales

Pathogenes opportunistes responsables des gastro-entérites

Agent responsable de gastro-entérites (diarrhée, fievre, douleurs abdominales)
Responsables d'infections opportunistes hospitaliéres chez des malades fragilisés.
Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae, agent de pneumopathies aigués,

d'angines, d'otites...;
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Annexe 02 : Principales B-lactamines et leur structure chimique (Mhaya, 2019 ; Pandey & Cascella, 2023).

Classe Sous-classe Exemple Structure chimique
Pénicillines Pénicillines G et V Benzylpénicilline,
Phénoxyméthylpénicilline La plupart se terminent par le suffixe

-cilline) contiennent un noyau d'acide 6-
aminopénicillanique (lactame plus

Pénicilline A (Aminopénicilline amoxicilline, ampicilline thiazolidine) et d'autres chaines latérales
Amidinopénicilline Mécilliname d'anneaux.
6 -méthoxy pénicilline Témocilline
Uréidopénicilline Pipéracilline
Carboxypénicilline Ticarcilline
Pénicilline M Méticilline, oxacilline,
Cloxacilline
Céphalosporines C1G Cefalotine, cefazoline Elles contiennent un noyau d'acide 7-
C2G Cefuroxime, céfixime, cefpodoxime aminocephalosporanigue et des
cefoxitine*, céfotétan* chaines latérales contenant des
C3G Ceftriaxone, céfotaxime, ceftazidime anneaux de 3,6-dihydro-2H-1,3-
C4G Céfepime, céfpirome thiazane.
Monobactames Aztréonam L'anneau béta-lactame se présente
seul et n'est pas fusionné a un autre
anneau.
CarbapénemesIimipénéme, ertapéneme, méropéneme Leur structure caractéristique est un

carbapénéme couplé a un anneau

AutresInhibiteurs des p- lactamases acide clavulanique, tazobactam
Sulbactam
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Annexe 03: Résistances naturelles des entérobactéries aux R-lactamines (Mhaya,

2019).
Groupe
Antibiotique 0 1 2 3 4
Amoxicilline S S/ R R R
Amoxicilline + AC S S/ S R R
Ticarcilline S S R S R
Ticarcilline + AC S S S S S
Pipéracilline S S I S I
Pipéracilline + TZ S S S S S
C1G S S/ S R R
C2G S S S S/I/R S/
Céfoxitine* S S S S/I/R S
C3G S S S S S
C4G S S S S S
Carbapénémes S S S S S

AC : acide clavulanique ; TZ, tazobactam, CI1G, C2G, C3G, C4G :
céphalosporines de 1, 2", 3" et 4'™ génération, respectivement.

* : céphamycine, S/I/R : sensible/ intermédiaire/ résistant

nwrnurnnIIununvnunvnunvnn I

S5v-w5%5[e

S
S/1
S/
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Annexe 04 : Appareils, instruments et consommables, verreries, réactifs et colorants

Appareillage

Stérilisateur
Spectrophotometre
Etuve bactériologique
Balance

Plaque chauffante
Autoclave
Microscope optique
Réfrigérateur

Bec Bunsen

Vortex

utilisés.

Instruments et Verreries

consommables
Micropipette Tubes a essai
Tubes Eppendorf Pipettes graduées
Couteaux Flacons
Papier aluminium Béchers

Entonnoir

Bocaux en verre
Sac Ziploc Pipettes Pasteur
Glaciere Erlenmeyer
Barreaux magnétiques

Portoirs métalliques

Portoirs en bois
Ecouvillons
Anse de platine
Embouts

Pince

Spatules

Lames

Boites de Pétri

Papier absorbant

Marqueur permanent

Réactifs et colorants

Violet de Gentiane
Lugol
Fuchsine

Ethanol

Réactif TDA

Réactifs VP 1 et VP 2
Réactifs NIT 1 et NIT 2
Poudre de Zinc

Réactif de Kovacs
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Annexe 05 : Composition et préparation des milieux de culture utilisés pour 1 litre
de milieu.

1) Eau peptonée tamponnée

O PP PLONE ..o 10,0g
e Chlorure de sodium .........coiiiiiiiiiii i e eeee e 5,0g
e  Phosphate disodique anhydre ..............oooiiiiiiiiiii 3,5g

e  Dihydrogéno-phosphate de potassium .................cooceeiieveeieceeieeneennn. 1,52
e pH72+0,2

2) Bouillon Tryptone-sel

Composition
L I ' ) 1t g
0 N L e 8,99
Préparation

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

e  Répartir en flacons a raison de 90ml/flacon.

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

e Refroidir le milieu a température ambiante.

3) Gélose MacConkey

®  PEPEONE....ceceee e 20.000 ¢
O SIS DIAITES. ..ttt e 1,5¢g
o Cristal VIOICt. ... oot 0,001g
e  Digestion pancréatique de gélatine................oooeiiiiiiiiiiiiiiiiieen 17¢g
®  ROUZE NEULIE. ..ottt e e 0,050 g
o MEIANGE PEPLONE. .. .ttt 3g
e Chloride de SOdIUM........couiiiiiii i e e e ee e S5g
o Lactose monohydraté...........ooovuiiiiiiii i 10 g

e pHfinala25°C:7,2+0,2
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4) Gélose nutritive

Composition
®  TIYPLONE et 5049
o EXIralt de VIANUE .....ovieiiieeiie ettt 309
®  AQAI- AQAI .ot RTRPTRRRIN 120¢g

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

Préparation de la GN inclinée
e  Dissoudre 20 g de milieu déshydraté dans 1 litre d’eau distillée.
e Porter lentement le milieu a ébullition sous agitation constante jusqu'a sa
dissolution compléte.
e  Répartir en tubes a raison de 7 ml par tube.
e  Stériliser a I’autoclave a 121 °C pendant 15 minutes.
e Laisser solidifier sur une surface froide en position oblique en créant une

pente plus ou moins longue.

5) Gelose Mueller Hinton

Composition

o Hydrolysat acide de CaSEINE.........ccceiiirireiie e 17,59
o INfUSION d& VIANAE.......coiiiiciece e 2,09
S A 1 41 1o (o] g 0] (1] o] L= 1,59
e Agar agar bacCtériologiqQUE .........ccveiieiieieee et 17,09

e PH=7,3+-0,1a 25°C

Préparation

e Suspendre 38g du milieu déshydraté dans 1litre d’eau distillée.

e Porter lentement le milieu a ébullition sous agitation constante jusqu'a sa
dissolution compléte.

e Stériliser a 121°C pendant 15 minutes.
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Annexe 06 : Fiche questionnaire
L’utilisation des béta-lactamines dans I’élevage avicole

1-Depuis quelle année travaillez-vous en tant que vétérinaire?

2-Quelles sont les raisons de I’utilisation des béta-lactamines dans 1’élevage avicole?

foalsall Ay 55 8 (el Calimall aladind Gl 8 L

3-Quels types de béta-lactamines sont couramment utilisés?

$aild ISy Lgalaiiin oy (el 4 sl Clabiaall (e g 55 6

4-Quels sont les modes d’administration des béta-lactamines?
ol sall Ay 55 eV Cliidie slae ) o5y (S

5-Quel est le mode le plus utilisé par les €leveurs ?

o all Ji (e Laladinl SV 44 Hhall el

6-Pensez-vous que les éleveurs utilisent correctement les béta-lactamines?

T IS0 el & saaiinn G pall Of 3

7-Y a-t-1l des cas d’échec thérapeutique par les béta-lactamines prescrites?

£ gm pall (el A28l adle Ji s llia Ja

8-Queles sont les antibiotiques de recours dans ce cas ?

Sl o388 Aliaiall 2y gl cliliaall abe

9-Pensez-vous que I’échec thérapeutique est dii a la résistance aux antibiotiques?

94 guad) Claliaall Ao glia A as gy oDl Jdll (o sies Ja

10-Y’a-t-il d’autres raisons pour cet échec?

el 13g] (5 Al bl Gllia Ja

11-Que proposez-vous pour résoudre ce probléme ?
SAICE b3a Jad 4a i (53 La
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Annexe 07: Dates et lieux de prélevement des échantillons.

Date de Numeéro de . o
_ , . Lieu de prélevement
prelevement I'échantillon
09 Mars EO1 Point de vente 1,Route de Tébessa —Cheria
2024 E02 Point de vente 2, Cité du Ali-Mehani-Tébessa
EO03 Point de vente 3, Boucherie "Sehailia Fouad"- Bir Dhab
10 Mars E04 Point de vente 4, Route de Constantine- Tébessa
2024
E05 Point de vente 1, Boucherie "poulet du Darmoun™-Cheria
E06 Point de vente 3, Boucherie "Merah"-Cheria-
EO7 Point de vente 2,BoucherieTouha-cité-Skanska-Tébessa
16 Mars E08 Point de vente 4, centre-ville, Hammamet
2024 E09 Point de vente 5,Point de vente 2, Boucherie "Sehailia
Djaballah " Bir Dhab
E10 Point de vente 6, centre-ville, Hammamet
15 Awvril Ell Point de vente 1, Boucherie cité EL-NOUR —Cheria
2024 E12 Point de vente2, Boucherie cité Larocade-Tébessa
E13 Point de vente 3, Boucherie cité EL -NASR-Cheria
El4 Point de vente 4, Boucherie cité route d’Annaba- Tébessa
E15 Point de vente 5, Boucherie du quartier universitaire-
Tébessa
E16 Point de vente 6, Boucherie centre-ville — Hammamet
20 Auvril E17 Point de vente 02, Route de Tazbent, Cheria
2024 E18 Point de vente2, Cité EL-Ouiam N°02 —Tébessa
E19 Point de vente3, Cité EXSNTV- Tébessa
E20 Point de vente4, Cité La remonte- Tébessa
E21 Quartier EI-Wiam 02, Tébessa
E22 Point de vente 02, Route de Tazbent, Cheria
E23 Point de vente 02, Centre-ville, Cheria
E24 Point de vente 02, Route de Dalaa, Cheria
28 Auvril E25 Point de vente 04, Route de Tebessa, Cheria
2024 E26 Point de vente 05, marché, Cheria
E27 Point de vente 05, Route de Tebessa, Cheria
E28 Point de vente 07, marché, Cheria
E29 Point de vente 08, marché, Cheria
E30 Point de vente 01, centre-ville, Hammamet

E31 Point de vente 05, centre-ville, Hammamet
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Annexe 08 : Tableau de lecture de la galerie miniaturisée Api 20"

Substrat

Ortho-nitro-
phenyl-
Galactosidase
L-arginine
L-lysine
L-ornithine
Citrate de sodium
Thiosulfate de
sodium
Urée
L-tryptophane

L-tryptophane

Pyruvate de
sodium

Gélatine de kohn

D-glucose
D-mannitol
Inositol
D-sorbitol
L-rhamnose
D-saccharose
D-melibiose
Amygdaline
L-arabinose

Potassium nitrate

Caractere recherché

Beta- galactosidase

Arginine dihydrolase
Lysine decarboxylase
Ornithine decarboxylase
Utilisation du citrate
Production d’H,S

Uréase
Tryptophane
désaminase

Production d’indole

Production d’acétoine

Gélatinase

Fermentation/oxydation
Fermentation/oxydation
Fermentation/oxydation
Fermentation/oxydation
Fermentation/oxydation
Fermentation/oxydation
Fermentation/oxydation
Fermentation/oxydation
Fermentation/oxydation

Production de NO,
Réduction au stade N,

Résultats
Négatif Positif
Incolore Jaune
Jaune Rouge/orangé
Jaune Rouge/orangé
Jaune Rouge/orangé

Bleu-vert/bleu
Dépdt noir/fin
liseré
Jaune Rouge/orangé
TDA / immédiat
Jaune Marron-rougeatre
Kovacs/ immédiat
Incolore-vert pale-
jaune
VP 1+ VP 2/10mn

Vert péle/jaune
Incolore/grisatre

Rose

Incolore/ rose pale Rose/rouge
Non diffusion Diffusion du
pigment noir
Bleu/bleu-vert Jaune/jaune gris
Bleu/bleu-vert Jaune
Bleu/bleu-vert Jaune
Bleu/bleu-vert Jaune
Bleu/bleu-vert Jaune
Bleu/bleu-vert Jaune
Bleu/bleu-vert Jaune
Bleu/bleu-vert Jaune
Bleu/bleu-vert Jaune

NITL+ NIT2/2-3mn
Jaune Rouge
Zinc/5mn

Rouge/orangé Jaune



Annexes

Annexe 09 : Préparation de I’¢étalon de turbidité McFarland 0,5 (CA-SFM, 2023)

Ajouter 0,5mL d’une solution a 0,048mol/L de BaCl, (1,175% p/v BaCl2, 2H,0)
a 99,5 mL d’une solution 0,18 mol/L (0,36 N) de H,SO,4 (1% v/v) et agiter
vigoureusement.

Vérifier la densité de la suspension a I’aide d’un spectrophotométre avec un
faisceau de 1 cm et des cuvettes assorties. L’absorbance a 625 nm doit étre
comprise entre 0,08 et 0,13.

Distribuer la suspension dans des tubes de méme taille que ceux utilisés pour
ajuster I’inoculum.

Sceller les tubes. Une fois scellés, conserver ces tubes a température ambiante et
a I’abri de la lumiére.

Renouveler 1’étalon ou vérifier son absorbance aprés 6 mois de conservation.
Avant usage, mélanger vigoureusement le tube a I’aide d’un Vortex.

Il convient de vérifier les étalons achetés dans le commerce en s’assurant que

[’absorbance se situe dans les limites fixées.
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Annexe 10 : Préparation des solutions du test Carba NP (CLSI, 2023)
» Préparation d’une solution de sulfate de Zinc 10 mM
1,4 g de sulfate de Zinc (ZnSO4) a été pesée et ajouté a 500 mL d’eau distillée, le

mélange a été bien homogénéisé et conserve a tempeérature ambiante

» Préparation d’une solution de rouge de phénol a 0,5%

e Une quantité de 1,25g de poudre de rouge de phénol a été pesée.

e Ensuite, la poudre a été ajoutée a 250 mL d’eau distillé.

e Lasolution obtenue a été mélangée, homogénéisée et conservée a température

ambiante.

> Préparation d’une solution d’hydroxyde de sodium NaOH (0,1 N)
e 40 g NaOH solide a été incorporée dans 1000 mL d’cau distillée.
e Lasolution a été bien homogeénéisée.

e Ajouter 20ml de cette solution a 180ml de I’eau distillée.
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Annexe 11: Exemple d'un bulletin d'analyse bactériologique des sujets vivants

Date :10-12-2023

Bulletin d’analyse

Type d’analyse : .BACTERIOLOGIE

Propriétaire : POUSSIN MELKI BELLAT- AABDI 10

RECHERCHE TEST EFFECTUE RESULTAT

ENTERO BACTERIES CULTURE/ISOLE NEGATIF

E.COLI CULTURE/ISOLE POSITIF

ANTIBIOGRAMME  COLISTINE |
FOSFOMYCINE S
FLORFENICOL R

SULFA-TRIMETHO R

AMOXYCILLINE R

DOXICYCLINE R

ERYTHROMYCINE R

AMPICYLINE R

ENRO S

AMPI R




