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Abstract

The antibiotic resistance of Enterobacteriaceae knows a worldwide worrying

evolution with growing impact of extended- spectrum beta-lactamases (ESBL).

The objective of this study was to investigate ESBL producing

Enterobacteriaceae from poultry meat marketed in the Tebessa region.

The results show a diversity of Enterobacteriaceae in poultry meat. Regarding
the sensitivity to antibiotics, it was found that the most active antibiotics are:
cefotaxime, ceftazidime, aztreonam, amikacin, gentamicin and nitrofurantoin. While
the most significant resistance were observed against antibiotics: cefoxitin,
tetracycline, imipenem, amoxicillin, clavulanic-acid. ESBL production was detected

in 7/36 strains (19.44%), with a predominance of E. coli (28.57%).

Our study reveals that poultry meat can carry ESBL producing
Enterobacteriaceae, whose the increasing prevalence may have important therapeutic
implications. Thus, monitoring of ESBL producing Enterobacteriaceae should be
pursued at different levels (animals, food, human and environment), while studying

the factors that contribute to their selection and distribution.

Key words: Enterobacteriaceae, extended- spectrum beta-lactamases, poultry meat.



Résumé

La résistance des entérobactéries aux antibiotiques connait aujourd’hui une
¢volution mondiale préoccupante avec un impact croissant des -lactamases a spectre

¢largi (BLSE).

L’objectif de cette étude, a été de rechercher les entérobactéries productrices de
B-lactamases a spectre ¢largi (EBLSE) a partir des viandes de volaille

commercialisées dans la région de Tébessa.

Les résultats obtenus montrent une diversité quant aux genres et espeéces des
entérobactéries dans les viandes de volaille. Concernant la sensibilit¢ aux
antibiotiques, on a pu constater que les antibiotiques les plus actifs sont : céfotaxime,
ceftazidime, aztréonam, amikacine, gentamicine et nitrofurantoine. Alors que les
résistances les plus marquées sont observées a 1’égard des antibiotiques : céfoxitine,
tétracycline, imipénéme, amoxicilline-acide clavulanique. La production des BLSE a

¢té détectée chez 7/36 souches (19,44%) avec une prédominance d'E.coli (28,57%).

Notre étude révele que les viandes de volaille peuvent véhiculer des EBLSE,
dont la prévalence croissante peut avoir des implications thérapeutiques importantes.
Ainsi, le suivi des entérobactéries productrices de BLSE doit étre poursuivie a
différents niveaux (animaux, aliments, humains et environnement), tout en étudiant

les facteurs qui contribuent a leur sélection et leur diffusion.

Mots clés: Entérobactéries, béta-lactamases a spectre ¢élargi, viandes de volaille.
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Introduction

Au cours des cinquante dernieres années, les antibiotiques ont joué un rdle
crucial dans la lutte contre de nombreuses maladies et infections. Leur importance est
d’une grande utilité pour une meilleure prise en charge de la santé¢ publique [41].
Cependant, avec l'utilisation croissante et parfois injustifiée de ces molécules, les
bactéries ont appris a se défendre et a s'adapter et certaines sont devenues résistantes
aux antibiotiques par différents mécanismes. Parmi lesquels [I’inactivation
enzymatique par les B-lactamases [66] qui présentent le principal mécanisme de

résistance aux bétalactamines chez les entérobactéries [27].

Les B-lactamases regroupent plusieurs types dont les P-lactamases a spectre
¢tendu (BLSE) connaissent aujourd’hui une large diffusion mondiale. Les
entérobactéries productrices de BLSE (EBLSE) ne sont pas plus pathogenes que
d’autres entérobactéries, mais les infections qu’elles provoquent sont plus difficiles a

traiter vu leur résistance a de nombreux antibiotiques [83].

Parmi les infections causées par les entérobactéries celles d’origine alimentaire
dont les principaux aliments incriminés sont les viandes qui présentent un siege de
contamination et de prolifération bactérienne, en raison de leur haute teneur en eau et

en substances nutritives [68].

Dans ce contexte, notre étude consiste a rechercher les EBLSE dans la viande de

volaille.
Les objectifs de ce travail sont donc :
» Evaluer le niveau de résistance aux antibiotiques des entérobactéries isolées;

» Contribuer a I’évaluation de la contamination de la viande de poulet par les

EBLSE;

» Evaluer l'impact des viandes de volaille contaminées par ces bactéries multi

résistantes sur la dissémination de la résistance dans la chaine alimentaire;




Ce manuscrit comporte trois chapitres. Le premier est une synthese
bibliographique qui débute par des rappels sur les entérobactéries, les béta-lactamines,
et la résistance des entérobactéries a ces antibiotiques par les béta-lactamases,
précisément les BLSE, et enfin elle se termine par 1’aspect microbiologique des
viandes de volaille. Dans le deuxiéme chapitre, nous présenterons le matériel et les
méthodes utilisées au cours des différentes étapes du travail pratique. Le troisiéme
chapitre sera consacré a la présentation de l'ensemble de résultats obtenus et les
discussions qui en découlent. Finalement, une synthése d'une conclusion générale des

différents résultats et discussions abordés au cours de ce travail sera présentée, avant

de conclure par quelques perspectives.
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I. Entérobactéries

1. Définition

Les entérobactéries forment une vaste famille de bactéries qui sont naturellement
présentes dans la flore intestinale. Cette famille regroupe I’ensemble des bacilles a Gram
négatif, dont les dimensions varient de 6 pm de long et 0,3 a 1um de large. Certaines sont
mobiles au moyen de flagelles péritriches et d’autres immobiles. Les entérobactéries sont
non sporulées, anaé¢robies facultatives et chimioorganotrophes, fermentant le glucose, elles
sont oxydase négatives et catalase positives, facilement cultivables, la plupart réduisent les

nitrates (sauf certaines souches d'Erwinia et Yersinia) [62] [63] [72].
2. Taxonomie

Les entérobactéries sont des FEubactéries, elles appartiennent a la division des
Proteobacteria, a la classe des Gammaproteobacteria, a I’ordre des Enterobacteriales et a

la famille des Enterobacteriaceae |78].

La création de ce groupe a été proposée par Rahn en 1937 qu'il dénomma
Enterobacteriaceae. La subdivision des genres et especes est basées sur la comparaison
des caractéristiques physiologiques, biochimiques, antigéniques et génétiques des
bactéries. Plus de 40 genres et plus de 1700 espéces différents sont décrits au sein de cette

famille [63].

Les principaux genres et especes de cette famille sont présentés dans le tableau 01.
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Tableau01:Principaux genres et espéces des entérobactéries [18].

Genres Espéce Genres Espéce Nouveaux
genres
Proteus mirabilis
Escherichia Escherichia coli Proteus Proteus vulgaris Kluyvera
Proteus rettgerii
Salmonella Salmonella enteridis Erwinia Cedecea
Klebsiella Klebszel.la pneumoniae Serratia Serratia Tatumella
Klebsiella oxytoca marcescens
Shigella dysenteriae
. Shigella flexneri .
Shigella Shigella boydii Edwardsiella E.tarda
Shigella sonnei
Enterobacter ..
. . P.stuartii
Enterobacter aerogenes Providencia :
P.rettgeri
Enterobacter cloaceae
Yersinia enterocolitica C.freundii
Yersinia Yersinia Citrobacter C.amalonaticus
Pseudo tuberculosis C.diversus
3. Habitat

Les entérobactéries sont des bactéries ubiquitaires retrouvées partout dans le sol,

dans I'eau, dans certaines denrées alimentaires [78] [79]. On les trouve aussi dans la cavité

buccale, au niveau des voies aériennes supérieures et sur les organes génitaux, mais la

plupart des especes qui composent cette famille sont des hotes normaux ou pathogeénes du

tube digestif de I'homme et des animaux, pour cela elles sont nommés entérobactéries [35].
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4. Caractéres culturaux

La culture des entérobactéries est rapide. Pour la plupart des espéces les colonies
formées apres 18-24 heures d'incubation a 35-37 °C, sont lisses et régulieres et atteignent 2
millimétres de large sauf celles des Yersinia qui sont plus petites. Les Proteus ont tendance

a envahir la gélose et a y former un tapis uniforme [88].

Selon l'espece, on identifie le caractére macroscopique de la colonie : type R

(rugueux), type M (muqueux), type S (Smooth=lisse) [7].
5. Caracteres antigéniques

L'étude des différents caracteéres antigéniques permet de classer en sérotypes les

souches appartenant a une méme espece ou au méme genre [7].

- Il existe plusieurs types d’antigenes

v Antigéne de Kunin

C’est un antigéne commun dénommé ECA (pour enterobacterial common
antigen).Cet antigéne n’existe que chez les entérobactéries et de ce fait, a un intérét
taxonomique. Sa présence chez les Yersinia a permis d'inclure ce genre dans la famille des

entérobactéries. [53][88].
v Antigéne O ou somatique

Cet antigéne est localis€ au niveau de la paroi bactérienne, de nature
lipopolysaccharidique, possede une endotoxine bactérienne qui est thermostable et résiste a
l'alcool ou a l'acide. Un immunsérum contenant les anticorps contre l'antigene O provoque
une agglutination lente granulaire, difficile a dissocier par agitation. La spécificité O est

perdue par les souches R qui sont auto-agglutinables en eau physiologique [7] [88] [35].

v Antigéne H ou flagellaires

IIs n'existent que chez les souches mobiles. Constitués de protéines spécifiques
dénommées flagelline; ils sont thermolabiles et inactivés par l'alcool. 1ls provoquent une
agglutination floconneuse (accolement des bactéries par leurs flagelles), rapidement

constitués mais facilement dissociables par agitation [88] [35].
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v Antigéne K

Certaines souches possedent en plus un antigene K qui masque I’antigéne O, et qui
correspond a une enveloppe polyosidique constituant une véritable capsule et donnant un

aspect muqueux [7].
6. Pouvoir pathogéne

Les entérobactéries sont a I’origine de maladies de gravité treés variable, en raison de

mécanismes pathogéniques distincts [S8].

Elles comprennent un nombre tres €levé de genres et d'especes. Leur abondance dans
lI'intestin, la rapidité de leur multiplication, I'acquisition fréquente de mécanismes de
résistance aux antibiotiques expliquent qu'elles soient les bactéries les plus souvent

impliquées en pathologie infectieuse humaine surtout en milieu hospitalier [43] [53].

Certaines especes sont responsables de diarrhées et/ou d'infections opportunistes
(infections urinaires, infections respiratoires, surinfections des plaies, septicémies,
méningites). Chez 'homme, les entérobactéries, notamment Escherichia coli, Klebsiella
spp. Enterobacterspp., Proteus spp, Providencia spp. Et Serratia marcescens., sont

responsables d'environ 50 % des infections nosocomiales [33] [06].

Klebsiella pneumoniae est également retrouvé dans des infections urinaires.
Klebsiella oxytoca peut infecter les voies urinaires et respiratoires [34]. Les Salmonella
majeures causent les fievres typhoides et paratyphoides et Salmonella mineures sont a

I’origine d’intoxications alimentaires, de gastro-entérites et de bactériémies [51].

Serratia marcescens colonise les systémes respiratoires, digestifs et urinaires, cause
des bactériémies, des infections des voies respiratoires inférieures, des infections urinaires
et cutanées [51]. Enterobacter cloacae sont a l’origine d’infections urinaires et de
pneumonies, ainsi que d’infections cutanées [64]. Ils peuvent également étre responsables
de bactériémies. Escherichia coli cause principalement des infections du tractus digestif, la

plus connue étant la diarrhée du voyageur [53].
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I1.Béta-lactamines
1. Structure et propriétés

Les B-lactamines représentent la principale famille d’antibiotiques la plus développée
et la plus utilisée dans le monde, cette large utilisation est due a leur spectre d’action, leur
faible toxicité, leur efficacité et a leur faible cotlt pour certaines molécules [84][75]. Les B-
lactamines ont en commun une structure appelée noyau B-lactame (figure 01), qui est
formé de quatre membres : trois atomes de carbone et un atome d’azote. Ce noyau

constitue la portion responsable de I’activité de ces molécules [37].

Figure 01: Structure du noyau B-lactame [49].
2. Classification

Les béta-lactamines ont un noyau azétidine nitré, dont des variations au niveau de la
chaine latérale permettent de modifier les propriétés de la molécule antibiotique. En
fonction de la nature du cycle accolé au noyau commun, on distingue plusieurs sous-
familles de béta-lactamines: les pénames ou pénicillines, les céphémes ou
céphalosporines, les carbapénémes et les monobactames [31], dont les structures sont

présentées dans la figure 02.
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Figure 02 : Structures de quelques B-lactamines [23].
A: pénicillines ; B : céphalosporines; C:céphamycines ; D : acide clavulanique;

E : imipéneme (carbapéneme); F:monobactames
2.1. Pénicillines

Les pénicillines naturelles sont des molécules synthétisées par certains champignons
microscopiques de la famille des Penicillium [85] Trois groupes de pénicillines sont
utilisés pénicilline G et pénicilline V dont le spectre est essentiellement limité aux
bactéries GRAM+ et a certaines anaérobies, les aminopénicillines, dont le spectre est €largi

a certaines bactéries Gram (-) [74].
2.2. Céphalosporines

Elles sont produites par un mycéte du genre Cephalosporium. Ces B-lactamines sont
toutes a large spectre et leur intérét réside surtout dans leur activité sur les bacilles a Gram

négatif [56].
2.3. Monobactames

Les monobactames sont des B -lactamines monocycliques, initialement découvertes

en 1977 dans des surnageant de cultures de bactéries non pathogenes (Acetobacter,
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Gluconobacter [49]. Les monobactames sont inactifs sur les bactéries Gram (+) et les
anaérobies. Par contre, ils sont trés actifs sur les entérobactéries et sur Pseudomonas
aeruginosa. Parmi les monobactames, 1'aztréonam constitue une alternative de choix pour
le traitement des infections graves aux bactéries Gram (-) chez les patients allergiques aux
autres types de B-lactamines ou ne pouvant recevoir d'aminoglycosides (par exemple, les

insuffisants rénaux) [24].
2.4. Carbapénemes

Ce sont des antibiotiques bactéricides caractérisés par un large spectre d'activité.
Ainsi, ils agissent sur les bactéries a Gram positif (streptocoques et staphylocoques), les
entérobactéries les Pseudomonas [65]. 1ls sont utilisés en premicre ligne au cours du

traitement initial des infections nosocomiales séveres [86].

3. Mode d’action

Les B-lactamines agissent en se fixant sur des enzymes présentes dans la paroi
bactérienne, appelées protéines liant les pénicillines (PLP), impliquées dans la synthese du
peptidoglycane. L’inhibition de ces enzymes fait accumuler des précurseurs du
peptidoglycane qui activent le systéme autolytique de la bactérie (la muréine-hydrolase),
entrainant ainsi sa lyse. Les béta-lactamines n’agissent donc que sur les bactéries en

croissance [6].

Chez les bactéries a Gram négatif, les B-lactamines doivent d’abord traverser la
membrane externe par I’intermédiaire de porine, diffuser dans 1’espace périplasmique et

atteindre leur cible située sur la partie externe de la membrane cytoplasmique [71].
4. Mécanismes de résistance aux p-lactamines

Les entérobactéries peuvent résister aux -lactamines selon différents mécanismes.
4.1. Imperméabilité

Les entérobactéries sont naturellement résistantes aux molécules hydrophobes et de
masse moléculaire élevée (pénicillines G, V et M). Des résistances acquises dues a une
diminution de perméabilité de la paroi ont été rapportées chez E.coli, Klebsiella, Proteus et

Enterobacter suite a une altération quantitative ou qualitative des porines [71].
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4.2. Systéeme d’efflux

L'exportation active est un mécanisme de résistance de certaines bactéries aux
antibiotiques grace a des transporteurs membranaires appelés pompes d’efflux. Chez les
bactéries a Gram négatif, les systemes d’efflux sont souvent des complexes protéiques
ternaires avec une pompe transmembranaire, une protéine périplasmique de jonction et une

porine de la membrane externe [22] [89].

4.3. Modification des PLP

Les PLP sont des cibles physiologiques des B-lactamines. Chez les entérobactéries,
des souches de Proteus mirabilis résistantes a I’imipénéme ont été observées suite a une
perte d’affinité de la PLP2 et une diminution de la quantité¢ de la PLP. Ce mécanisme de

résistance est trés rare chez les entérobactéries [36].

4.4. Inactivation enzymatique

Les entérobactéries ont une capacité de produire des béta-lactamases, enzymes qui

inactivent les B-lactamines par ouverture du cycle béta-lactame [78].

I11. Béta-lactamases

1. Définition

Les B-lactamases sont des enzymes bactériennes capables d’inactiver de nombreuses
B-lactamines par ouverture du cycle béta-lactame. Elles hydrolysent la liaison amide du
cycle B-lactame pour donner un acyl-enzyme qui sera ensuite dégradé en acide inactif
(figure 03). L’hydrolyse irréversible du noyau B-lactame entraine alors I’inactivation de
I’antibiotique et la perte totale de son activité antibactérienne. Les B-lactamases sont la
cause la plus fréquente de résistance chez les bactéries a Gram négatif. Les genes de
résistance de ces enzymes se situent soit au niveau du chromosome bactérien, soit sur des

¢léments extra-chromosomiques [58] [01].

10



Chapitre 01 | Revue bibliographique

R\f: RY;) RYO

H ’ H
M s HNG 3 HN. 3
| Chs f-Lactamase S CHs —co, ¥i/s CHs
N/ CHy e 0= iN__/ cH, o,
° H OH ™H )
/ ~OH o Pl

Figure 03 : Schéma réactionnel de I’ouverture du cycle B-lactame [58].
2. Classification

Les B-lactamases sont classées suivant plusieurs propositions, deux d’entre elles sont
actuellement utilisées: la classification structurale proposée par Ambler et la classification

fonctionnelle de Bush.
2.1. Classification de Ambler

En 1980, Ambler a proposé une classification basée sur la structure primaire des [-

lactamases, suivant cette classification, il existe quatre catégories (A, B, C et D).

Les B-lactamases des classes A, C et D font partie des enzymes a sérine active, qui
possedent dans leur site actif une sérine qui intervient dans le mécanisme d’acylation au
cours de I’hydrolyse des [B-lactamines. Par contre la classe B inclut les métallo- B-
lactamases dont 'activité nécessite la présence d'ions métalliques (un ou deux ions de zinc)

[30].
a) Classe A

Cette classe est la plus diversifiée, on y retrouve les pénicillinases des bactéries a
Gram positif, les p-lactamases plasmidiques a large spectre qui hydrolysent les
céphalosporines avec autant d'efficacité que les pénicillines, les B-lactamases a spectre
¢largi qui hydrolysent les céphalosporines de troisiéme génération et les monobactames. La
majorité de ces enzymes est sensible aux inhibiteurs (acide clavulanique, sulbactame et
tazobactame) utilis€és en médecine. Les principaux représentants de ce groupe sont les f3-

lactamases du type TEM, SHV et récemment le type CTX-M [30].

11
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b) Classe B

Les PB-lactamases de la classe B hydrolysent les carbapenémes, composés qui
¢chappent a ’activité des B-lactamases a sérine active. La plupart des métallo-p-lactamases
hydrolysent une variété¢ de pénicillines et de céphalosporines, et sont insensibles aux

inhibiteurs classiques (acide clavulanique, sulbactame, tazobactame) [39].

¢) Classe C

Dans la classe C, on retrouve les céphalosporinases qui sont des enzymes résistantes
a l’action de I’acide clavulanique et le sulbactame: toutefois certaines sont faiblement
inhibées par le tazobactame [30]. Au départ a médiation chromosomique, les B-lactamases

de la classe C sont aussi, aujourd’hui, a médiation plasmidique [67].

d) Classe D

Elle regroupe les B-lactamases qui hydrolysent les isoxazolylpénicillines comme la
cloxacilline et l'oxacilline. Ces derni¢res sont réfractaires a l'hydrolyse par les autres
classes de B-lactamases et posseédent une certaine activité inhibitrice. On les appelle des
oxacillinases et sont représentées par les B-lactamases du type OXA. Ces enzymes sont
plus ou moins résistantes a I’action de I’acide clavulanique, mais sont bien inhibées par le

tazobactame [58].
2.2. Classification de Bush, Jacoby et Medeiros

Cette classification est basée sur les caractéristiques physicochimiques des enzymes
comme leur point isoélectrique, poids moléculaire, substrat d’activité et profil d’inhibition

[75].
3. Béta-lactamases a spectre étendu

3.1. Définition

Les BLSE constituent un groupe d’enzymes a large spectre d’action capables
d’hydrolyser les pénicillines, toutes les générations de céphalosporines et les
monobactames, elles sont inhibées par 1’acide clavulanique. En contrepartie, les BLSE
n’ont aucune action sur la céphamycine (pB-lactamines différant des céphalosporines par la

présence d’un groupement 7a-methoxy) et les carbapénémes[59][88][02].

12
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3.2. Différents types

Les BLSE ont été décrites pour la premiere fois en 1983, en Allemagne
[98].Aujourd’hui, les BLSE de classe A ont ¢été réparties dans 11 familles selon leur
séquence en acides aminés: TEM, SHV, CTX-M, PER, VEB, GES, TLA, BES, SFO, FEC
et OXA. L’apparition et la diversit¢ des BLSE s’expliquent par I’accumulation de
mutations des genes codant les enzymes TEM et SHV. En effet, la moindre modification
du site actif de I’enzyme conduit a un changement de I’activité de ’enzyme vis-a-vis de

son substrat [84] [42] [08].
e Type TEM (TE Mnoneira : nom du patient)

Les BLSE de types TEM dérivent de TEM-1 et TEM-2 par substitution d’un ou de
plusieurs acides aminés [19]. De nombreux dérivés de TEM-1/2 (>150) ont été décrits a ce
jour. Bien que fréquemment retrouvées chez E. coli et K. pneumoniae, les BLSE de type
TEM ont aussi €té rapportées parmi les autres membres de la famille des entérobactéries

ainsi que P. aeruginosa [36] [37].

e Type SHV

Les enzymes de type SHV présentent des changements d'acides aminés dans le site
actif, le plus souvent aux positions 238 et/ou 240. Plus de 160 enzymes de type SHV ont
¢té identifiées. Les variantes les plus répandues au niveau mondial sont SHV-5 et SHV- 12

[59].
e Type OXA

Les BLSE de type OXA (OXA-18 et les dérivés d'OXA-2 et dOXA-10) sont

comparativement rares. Ces BLSE peuvent étre chromosomiques ou plasmidiques|[66].
e Type CTX-M

Leur dénomination de céfotaximase est liée a leur pouvoir hydrolytique plus
important envers le céfotaxime comparé a la cefatzidime et « M » pour Munich» indiquant
leur premier lieu d'isolement 13. Ce sont des BLSE non-TEM non-SHV qui sont les plus
répandues actuellement puisque, depuis 1995, elles émergent sur tous les continents en

particulier le variant CTX-M-15. Les enzymes de la famille CTX-M comprennent

13
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aujourd’hui plus de 90 enzymes isolées de nombreuses especes d’entérobactéries et qui,
sur la base de leurs séquences protéiques, sont divisés en 5 (cluster CTX-M-1, CTX-M-2,

CTX-M-8, CTX-M-9 et CTX M-25) [37] [82] [15].

IV.Viandes de volaille

1. Définition

Par définition les volailles est tout oiseau ¢levé ou détenu en captivité a des fins de

reproduction de viande, d’ceufs de consommation (oie, dinde, poule, pigeon) [90].

La viande de volaille recouvre un ensemble de produits, allant des carcasses aux
viandes restructurés, en passant par les produits de découpe et différents produits de

transformation actuellement commercialisés sous des formes diverses [10].

La volaille prend une place importante dans 1’alimentation, en effet, c’est un produit
bon marché, encore un produit de bonne qualité sur le plan diététique, car la volaille est

riche en protéines et pauvre en graisses [68].

2. Composition

Les viandes de volaille contiennent 73 a 78 % d’eau, 18 a 24 % de protéines, 0,5 a
7,5 % de lipides et environ 1 % de minéraux. A 1’exception du magret de canard gras, ces
viandes contiennent peu de lipides. Les dépots lipidiques sont localisés particulierement
dans la peau et au niveau de la cavité abdominale. Les teneurs en lipides plus importantes
observées chez le canard gras sont la conséquence du gavage et de I’age d’abattage plus
¢levé de ces animaux. Cependant, chez des animaux non gavés, la teneur en lipides des

muscles de poulet réduit avec 1’age de I’animal abattu [13]

3. Contamination

Les contaminations de la viande de poulet par les bactéries sont a 'origine de deux

principaux risques:

- Risque pour la santé publique (qualité¢ hygiénique) lors de contaminations par les
bactéries pathogenes. Cette contamination dépend d’une part de la contamination

au cours des opérations d’abattage et de la découpe, et d’autre part du

14
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développement des flores contaminants pendant la réfrigération, le stockage et la
distribution [26] [29].
- Risque sur la présentation du produit final (qualité organoleptique) au cours de

contaminations par les germes d'altération [70].
3.1. Origine de la contamination

Selon T’origine de la contamination, les microorganismes peuvent étre endogenes
qui correspondent a une contamination de la matiere premiere, c’est a dire de I’animal
avant abattage ou exogenes [S4] c'est-a-dire apportés par le milieu extérieur au cours de la

préparation [61].
3.1.1. Origine endogéne
a) Flore profonde

La flore profonde est localisée dans le tube digestif. Parmi les germes composant
cette flore : les bactéries anaérobies (Clostridium et Bacteroides), les bactéries aéro-
anaérobies(Entérobactéries) ou microaérophiles (Entérocoques et Campylobacter). lls
contaminent le muscle au cours de I’éviscération et de découpe de la carcasse. Le passage

de bactéries de D'intestin vers le sang est relativement fréquent chez les animaux de

boucherie [68] [26].

b) Flore de surface

La peau du poulet est contaminée par une flore microbienne mésophile variée
provenant de l'environnement (sol, eau, abreuvoirs, litieres, excrément, cage...). ou par
différents germes qui vivent sur la peau des volailles parmi lesquels : Achromobacter,
Pseudomonas, Flavobacterium,Micrococcus, Lactobacillus, Microbacterium,

staphylocoques,streptocoques et Campylobacter [89][74].
3.1.2. Contamination exogéne

a) Contaminations d'origine humaine

La peau, les appareils respiratoire et digestif de ’homme sont des réservoirs de
microorganismes variés. Les régions de la bouche, du nez et de la gorge contiennent des

staphylocoques [77]. Les personnes souffrant d’infections de I’appareil respiratoire

15
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(rthumes...) contaminent les aliments et les surfaces. Le tube digestif de ’homme contient
de nombreux microorganismes qui sont excrétés avec les féces. En effet, des individus,
apparemment sains, peuvent ainsi rejeter des microorganismes pathogenes a 1’origine des
contaminations (Salmonella). Bien évidemment les personnes souffrant des maladies
graves (tuberculose, brucellose, salmonellose...) sont trés susceptibles de contaminer la
viande et doivent étre écartées [S]. Aussi, les viandes peuvent €tre contaminées par les
cheveux et la barbe, qui sont des réservoirs de microorganismes, ainsi que par les mains et
les tabliers qui peuvent héberger de nombreux micro-organismes. Tous ces
microorganismes peuvent passer facilement vers la surface des carcasses par contact direct

ou par projections [62] [29].
b) Infrastructure et équipements

Les surfaces des locaux (sols, murs, plafonds), les équipements, ainsi que le matériel
(couteaux, haches, bacs, seaux ...) s’ils sont mal congus, peuvent étre source de
contamination [04]. Ainsi, les surfaces de travail mal nettoyées constituent une source

certaine de contamination [14].

c¢)Eau

L'eau constitue une source importante d'apport de Pseudomonas et Aeromonas [44],
les bacs de refroidissement des volailles se chargent en Pseudomonas [76] et les bacs
d'échaudages en Salmonella.L’eau non potable est une source importante de contamination

puisqu’elle est un vecteur privilégié de nombreux parasites et germes pathogenes [46].

d) Air

L'air peut contenir des spores de moisissures, des bactéries et de germes divers qui se
dissimulent dans le milieu [45]. En effet, les poussiéres et les particules véhiculées par Iair
sont susceptibles de contaminer les surfaces de travail ainsi que les carcasses. Elles

peuvent provenir du sol, des tenues du personnel et des murs [5].
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Chapitre 02

Materiel et methodes

1. Matériel

1. Appareillages

v

AN N NN

Autoclave 120°C.

Balance ¢lectrique de précision.
Etuve a 37°C.

Microscope optique.

Plaque chauffante.

Réfrigérateur (-20°C a 5°C).

2. Verrerie

v
v
v
v
v
v

Béchers (1000 ml, 500 ml).
Flacons stériles 250 ml.
Lames.

Pipettes graduées 10ml.
Pipettes Pasteur.

Tubes a essai.

3. Outils

A N N N N Y N N NN

Mortier.

Spatules.

Anse de platine.

Bec Bunsen.

Boites de Pétri.
Ecouvillons.

Pince.

Portoirs.
Micropipette 1000pl.
Micropipette 200ul.
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4. Réactifs et autres substances

<

Colorants de Gram (Violet de Gentiane, Lugol, Fuschine).
Ethanol 95%.

Disques d’antibiotiques.

Eau distillée stérile.

Eau physiologique stérile.

Huile a immersion.

Huile de vaseline stérile.

Réactif de Kovacs.

Réactif TDA.

Réactifs VP1 et VP2.

Réactifs nitrate réductase I et I1.

AN NN Y U N N N N N

Poudre de zinc.
5. Milieux de culture

Tryptone-sel.

Gélose Désoxycholate Citrate Lactose Sucrose (DCLS).
Gélose Mac Conkey (MC).

Gélose Violet Red Bile Glucose agar (VRBG).

Gélose nutritive (GN).

Gélose Salmonella —Shigella (SS).

Galerie biochimique miniaturisée API 20 E.

Gélose Mueller-Hinton (MH).

AN NN D N N NN

I1. Méthodes

1. Prélévement

Notre étude s’est déroulée durant une période de 04 mois : de février a mai 2016.
Elle porte sur des viandes de volailles prélevées a partir de différentes boucheries de la

wilaya de Tébessa.

Un échantillon de 100 g de viande de volaille (poitrine) a été préleve, aseptiquement

dans un sac plastique stérile et ligaturé, puis transporté au laboratoire de microbiologie
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dans un délai ne dépassant pas les 2 heures. Ainsi, 6 échantillons ont été prélevés a partir

de différentes boucheries selon le tableau 02.

Figure 04 : Echantillon de viande volaille dans un sac ligaturé.

Tableau 02 : Préléevements réalisés au cours de 1’étude.

N° de I’échantillon Date de prélevement Site de prélévement
01 09-02-2016 Zaouia
02 14 -02-2016 La commune
03 21-02-2016 Le grand marché
04 28-02-2016 Dijbal djeurf
05 07-03-2016 Cité centrale (Ouenza)
06 09-03-2016 El wiam
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2. Préparation de la suspension mére

- Peser aseptiquement 25 g de viande et les transférer dans un mortier stérile.
- Broyer la viande, en ajoutant progressivement 225ml de bouillon tryptone-sel,
jusqu’a I’obtention d’une suspension homogéne.

- Laisser le broyat reposer pendant 15 a 45 minutes a température ambiante.

Figure 05: Préparation de la suspension mere.

3. Examen microscopique de la suspension mére

Faire la coloration de Gram a partir de la suspension mére. Cet examen permet

d’avoir une idée sur les microorganismes présents et leur abondance.

4. Préparation des dilutions

- Répartir stérilement le diluant (tryptone- sel) dans 3 tubes a essai stériles, a raison
de 9 ml par tube.

- A partir de la suspension mére (10™) et a I’aide d’une micropipette, transférer 1 ml
dans le tube N°1, puis homogénéiser pour avoir la dilution 10,

- A partir de la dilution 107, transférer 1 ml dans le tube N°2 pour avoir la dilution
10°.

- A partir de la dilution 10”, transférer 1 ml dans le tube N°3 pour avoir la dilution

107,

20



Chapitre 02 Matériel et méthodes

5. Recherche des entérobactéries totales

Prélever a 'aide d'une micropipette (20-200 ul) 0,1 ml de la suspension mere et de
ses dilutions et les déposer a la surface des deux milieux de culture (MC et VRBG),

a raison d’une boite par dilution et par gélose.

Etaler a I’aide de pipettes Pasteur repliées en rateaux.

Laisser reposer sur paillasse pendant 20 minutes (couvercle en haut).

Incuber pendant 24 a 48 h a 37 °C, jusqu’a [D’apparition des colonies
macroscopiques.

6. Recherche de Salmonella et Shigella
a. Pré-enrichissement
- Incuber la suspension mére dans un flacon stérile pendant 16 a 24 h a 37°C.

b. Enrichissement

1 a 2 ml de bouillon du pré-enrichissement sont inoculés dans 10 ml du bouillon
SFB.
Incuber le bouillon SFB pendant 24 a 48 h a 37 °C.

c. Isolement

A l'aide d'une pipette Pasteur prélever a partir du bouillon SFB et faire des stries a

la surface des milieux DCLS et SS a raison de 3 boites pour chaque milieu.

Incuber pendant 24 a 48 h a 37 °C jusqu’a I’apparition des colonies.
7. Examen macroscopique et microscopique

- Apres incubation, repérer les colonies suspectes sur les différents milieux :
e VRBG : les colonies rouges (glucose +) sont suspectes d’étre des entérobactéries.
e MC : colonies rouges (lactoses +) et colonies incolores (lactose -).
e DCLS: colonies jaunes ou incolores (lactose -) avec ou sans centre noir, suspectes
d’étre Salmonella ou Shigella.

e SS: colonies incolores avec ou sans centre noire, suspectes d’étre Salmonella ou
Shigella.

- Faire une coloration de Gram pour toute colonie suspecte.
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- Retenir seulement les colonies ayant donné des bacilles a Gram négatif (BGN).
8. Purification

- Repiquer chaque type de colonies sur le méme milieu d’isolement, en faisant des
stries ¢loignées par 1’anse de platine ou par une pipette Pasteur.

- Incuber pendant 24 a 48 h a 37 °C.

- Apres incubation, vérifier si les colonies présentent le méme aspect macroscopique
et microscopique que celui présenté dans le premier isolement.

- Poursuivre le repiquage, si nécessaire, jusqu'a I’obtention d'un isolat pur présentant
les mémes caractéristiques que celui obtenu en premier isolement.

9. Conservation des isolats

- A partir de chaque isolat pur, repiquer en stries sur la pente d’une gélose nutritive
(GN) inclinée en tube.

- Apres incubation a 37°C pendant 24 h, conserver les cultures au réfrigérateur a
+ 4°C.

10. Identification biochimique
L’identification biochimique est réalisée par la galerie API 20E.
a) Principe et description de la galerie API 20E

L'API 20 E est un systeme standardisé pour l'identification des Enterobacteriaceae et
autres bacilles a Gram négatif non fastidieux, comprenant 20 tests biochimiques

miniaturis€s, ainsi qu'une base de données.

La galerie API 20 E comporte 20 microtubes contenant des substrats déshydratés
(figure 06). 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. Les réactions produites
pendant la période d’incubation se traduisent par des virages colorés spontanés ou révélés

par l'addition des réactifs [59].
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Figure 06: Galerie API20E.

b) Mode opératoire

» Préparation de la galerie

- Réunir fond et couvercle d'une boite d'incubation et répartir environ 5 ml d'eau
distillée dans les alvéoles pour créer une atmosphére humide.

- Inscrire la référence de la souche sur la languette latérale de la boite.

- Sortir la galerie de son emballage.

- Placer la galerie dans la boite d'incubation.
» Préparation de l'inoculum
Préparer une suspension bactérienne dense dans 10 ml d’eau physiologique stérile a
partir d’une culture pure et jeune de 18 a 24 h faite sur GN.

» Ensemencement de la galerie

- Introduire la suspension bactérienne dans chaque tube a I’aide d’une pipette Pasteur
stérile, pointe appuyée a I’intérieur et sur le c6té pour éviter la formation de bulles
d’air.

- Pour les caractéres soulignés : ADH, LDC, ODC, H,S, URE, ensemencer le tubule

par la suspension et la cupule par I’huile de vaseline stérile.

- Pour les caractéres encadrés VP, CIT, Gel, ensemencer le tubule et la cupule par la
suspension.

- Pour les caractéres non encadrés, non soulignés ensemencer uniquement le tubule
par la suspension.

- Refermer la boite d’incubation et la placer a 37°C pendant 18 a 24 heures.
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¢) Lecture de la galerie

- Aprés incubation, la lecture de la galerie doit se faire en se référant au tableau de
lecture (tableau 03).

- Si3 tests ou plus (test GLU + ou —) sont positifs, noter sur la fiche de résultats toutes

les réactions spontanées puis révéler les tests nécessitant 1'addition de réactifs :

e Test TDA : ajouter 1 goutte de réactif TDA. Une couleur marron-rougeatre indique
une réaction positive a noter sur la fiche de résultats.

e Test IND : ajouter 1 goutte de réactif JAMES. Une couleur rose diffusant dans
toute la cupule indique une réaction positive a noter sur la fiche de résultats.

e Test VP : ajouter 1 goutte des réactifs VP 1 et VP 2. Attendre au minimum 10
minutes. Une couleur rose ou rouge indique une réaction positive a noter sur la
fiche de résultats. Une faible coloration rose apparaissant apres 10 minutes doit étre
considérée négative.

e Test Glu : Ajouter une goutte des réactifs NIT 1 et NIT 2 dans le tube GLU.
Attendre 2-5 minutes, une coloration rouge indique une réaction positive (NO;).
Une réaction négative (coloration jaune) peut étre due a la production d’azote :
ajouter 2-3 mg de poudre de zinc dans la cupule GLU. Apres 5 minutes, un tube
resté jaune indique une réaction positive a noter sur la fiche des résultats. Si la
cupule devient orange-rouge, la réaction est négative, les nitrates encore présents

dans le tube ont été réduits en nitrites par le Zn.

Remarque : le test de la recherche de production d’indole doit étre réalisé 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 I’ajout du réactif.

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.

- Révéler les tests nécessitant 1’addition de réactifs.
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Tableau 03 : Lecture de la galerie miniaturisée Api 20E [9].

Tests Substrat Caractére recherché Résultats
Négatif Positif
ONPG | Ortho-nitro-phenyl- Beta- galactosidase Incolore Jaune
Galactosidase
ADH L-arginine Arginine dihydrolase Jaune Rouge/orangé
LDC L-lysine Lysine décarboxylase Jaune Orangé
OoDC L-ornithine Ornithine décarboxylase Jaune Rouge/orangé
CIT Citrate de sodium Utilisation du citrate Vert pale/jaune Bleu-vert/vert
H2S Thiosulfate de Production d’H2S Incolore/grisatre | Dépot noir/fin
sodium liseré
URE Urée Uréase Jaune Rouge/orangé
TDA L-tryptophane Tryptophane désaminase TDA / immédiat
Jaune Marron foncé
IND L-tryptophane Production d’indole James/ 2 mn
Jaune Anneau rouge
VP Pyruvate de sodium | Production d’acétoine VP 1+ VP 2/ 10mn
Incolore Rosé-rouge
GEL Gélatine de kohn Gélatinase Non diffusion Diffusion du
pigment noir
GLU D-glucose Fermentation/oxydation Bleu/bleu-vert Jaune
MAN D-mannitol Fermentation/oxydation Bleu/bleu-vert Jaune
INO Inositol Fermentation/oxydation Bleu/bleu-vert Jaune
SOR D-sorbitol Fermentation/oxydation Bleu/bleu-vert Jaune
RHA L-rhamnose Fermentation/oxydation Bleu/bleu-vert Jaune
SAC D-saccharose Fermentation/oxydation Bleu/bleu-vert Jaune
MEL D-melibiose Fermentation/oxydation Bleu/bleu-vert Jaune
AMY Amygdaline Fermentation/oxydation Bleu/bleu-vert Jaune
ARA L-arabinose Fermentation/oxydation Bleu/bleu-vert Jaune
Nitrate Potassium nitrate Production de NO, NIT1 + NIT2 /2-3 mn
réductase Jaune Rouge
Tube Réduction au stade N, Zinc / Smn
GLU Rouge/orangé Jaune
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ONPG: orthonitrophényl-béta-D-galactopyranoside. ADH: arginine dihydrolase. VP:
Réaction de Voges-Proskauer. LDC: lysine décarboxylase. ODC: ornithine décarboxylase.
CIT: Utilisation du citrate. H,S: recherche d’un thiosulfate réductase. URE: uréase. TDA:
Tryptophane désaminase. IND: production d’indole. GEL: Gélatinase GLU: glucose.
MAN: mannitol. INO: inositol. SOR: D-sorbitol. RHA: rhamnose. SAC: D-saccharose.
MEL: melibiose. AMY: amygdaline. ARA: arabinose.

d) Interprétation des résultats

L’identification a été réalisée a I’aide d’un logiciel d’identification (feuille Excel

pour I’identification microbienne).

11. Test de I'antibiogramme

Il a été réalis¢ selon la méthode diffusion en milieu gélos¢, méthode des disques
(Antibiogramme standard).

a) Définition

L'antibiogramme est l'examen biologique destiné a mesurer l'interaction entre
chacune des molécules antibactériennes utilisables et une souche bactérienne susceptible
d'étre pathogene. Le résultat contribue a évaluer la sensibilit¢ de la souche bactérienne
examinée ou sa résistance, ce qui signifie que la molécule sera probablement active au sens
thérapeutique ou le traitement sera un échec. Le résultat numérique brut est accompagné
d'une interprétation ou remplacé par elle: résistant, sensible, intermédiaire ou

(indéterminée) [50].
b) Principe

La méthode des disques consiste a déposer a la surface de la gélose Mueller-Hinton
préalablement ensemencée avec une suspension bactérienne, des disques pré imprégnés
d’une dose connue des différents antibiotiques. Chaque antibiotique diffuse au sein de la
gélose a partir du disque et y détermine des concentrations inversement proportionnelles a
la distance du disque. Apres incubation a 37°C pendant 24 heures, chaque disque est
entouré d’une zone d’inhibition de la croissance bactérienne. La multiplication des
bactéries s’arréte la ou existe dans la gélose une concentration d’antibiotique égale a la
concentration minimale inhibitrice (CMI). Les caracteres de sensibilité ou de résistance de

la souche en seront déduits [28].
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¢) Choix des antibiotiques

Le choix des antibiotiques utilisés dans cette étude a ¢été fait selon les

recommandations du comité de 1’antibiogramme de la société francaise de microbiologie

[21] La liste des antibiotiques testés est présentée dans le tableau 04.

Tableau 04 : Liste des antibiotiques testés.

Famille Antibiotique Sigle Charge | Diametres critiques
Dudisque | R(d) I S (D)
Aminopénicilline Amoxicilline AMX 25 nug <14 >14
Carboxypénicilline Ticarcilline TIC 75 ng <23 >23
Carbapéneme Imipénéme IPM 10 ng <16 >22
% Clavams AmoxicilinetAcid | AMC 20+10 pg <17 >17
g eclavulanique
§ Monobactame Aztréonam ATM/A 30 pg <21 >24
2 0
C2G Céfoxitine FOX 30 pg <19 >19
C3G Céfotaxime CTX/CE 30 pg <17 >20
Ceftazidime CAZ 30 ug <19 >22
Aminosides Amikacine AK 30 pg <13 >16
Gentamicine GN 15png/10U1 <14 >17
2| Quinolones 1°°G | Acide nalidixique NA 30 pug <14 >19
é Quinolones 2°"°G Ofloxacine OFX 5ug <19 >22
f@ Péfloxacine PEF 5ug <16 >22
Fosfomycines Fosfomycine FOS 50 ug <14 >14
Furanes Nitrofuranes F 300 pg <15 >15
Phénicolés Chloramphénicol C 30 ug <17 >17
Triméthoprime- Triméthoprime- SXT 25 pg <13 >16
sulfamides sulfamétoxazole
Tétracyclines Tétracycline TE 30 UI <17 >19

C2G : céphalosporines de deuxieme génération. C3G : céphalosporines de

troisieme génération.

27




Chapitre 02 Matériel et méthodes

d) Technique

» Préparation de I'inoculum

- Préparer une suspension bactérienne : a partir d'une culture jeune de 18 heures sur
GN, prélever au moins 03 colonies et émulsionner dans 05 ml d’eau physiologique
stérile.

- Bien homogénéiser la suspension bactérienne [20].

> Ensemencement

L’ensemencement se fait par la méthode d’écouvillonnage :
- Tremper un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne et laisser s'imbiber.
- Le sortir du tube en I'essorant doucement sur la paroi.
- Ensemencer la boite de Mueller-Hinton dont I'épaisseur de la gélose est de 4mm, en
frottant 1'€couvillon sur sa surface et en tournant la boite 3 fois de 60°C afin
d'assurer une bonne distribution de l'inoculum.

- Laisser sécher les boites pendant 15 a 20 minutes [20].

> Application des disques et incubation

Appliquer les disques a l'aide d'une pince préalablement flambée, en appuyant
légerement. Les disques doivent étre parfaitement appliqués a plat sans glissement. Une
distance minimale de 15 mm doit séparer un disque périphérique du bord de la boite, et
chaque disque doit étre éloigné au minimum de 30 mm des autres. Les disques
d’antibiotiques sont répartis sur trois boites de Pétri selon la figure 07. Incuber les boites a

37°C pendant 24 heures, couvercle en bas [20].
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Figure 07 : Schéma explicatif de la disposition des disques d'antibiotiques.
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e) Lecture et interprétation

Pour chaque antibiotique: mesurer le diamétre de la zone d'inhibition au revers de la
gélose. L’interprétation des souches (sensibles, intermédiaires ou résistantes) se fait selon
les diamétres critiques recommandés par CA-SFM (2014) [21] présentés dans le tableau
04. Chaque disque a une concentration minimale inhibitrice, caractérisée par un diametre
d’inhibition, la comparaison des diametres mesurés autour des disques déposés et ceux
recommandés permettra de détecter le phénotype sensible, intermédiaire et résistant :

e Sile diametre de la zone d'inhibition est > D : la souche est dite sensible (S).
e Sile diametre de la zone d'inhibition est <d : la souche est dite résistante (R).

e Sid < diamétre de la zone d'inhibition < D : la souche est dite intermédiaire (I)[20].

12. Recherche d’une BLSE

La détection de BLSE est réalisée selon deux tests : le test de synergie et le test de
double disque.

12.1. Le test de synergie
a) Principe

Il consiste a rechercher une image de synergie entre un disque d'antibiotique
contenant un inhibiteur de B-lactamase et les disques de céphalosporines de troisieéme
génération (cefotaxime, ceftazidime et céfepime) et l'aztréonam, cette image est dite en

"bouchon de champagne" [65].
b) Technique

Un inoculum est préparé a partir d’une culture jeune de 18 a 24 h. La gélose Muller-
Hinton est ensemencée par la méthode d'écouvillonnage. Un disque d’amoxiciline/acide
clavulanique est placé au centre de la boite de Pétri distant de 3 cm de disques de
céfotaxime (CTX), ceftazidime (CAZ) et aztréonam (ATM) (figure 07 : boite 01). Les
boites sont incubées pendant 18 h a 37°C [69].
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¢) Lecture

La production des BLSE peut se traduire par [’apparition d’'une image de synergie

en « Bouchon de champagne » entre le disque AMC et CTX/ CAZ/ ATM (figure 08).

En I’absence d’une image de synergie, la production de BLSE sera suspectée devant
toute diminution du diametre autour des disques C3G ou de monobactam. On recherchera
donc une BLSE devant un diamétre inférieur aux valeurs suivantes : CTX = 27 mm, CAZ
= 22 mm et ATM = 27 mm. Dans ce cas, il faut pratiquer un test de confirmation de

production de BLSE [69].
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Figure 08 : Description de I’image de synergie.

1 : synergie en entonnoir

2 : synergie en bouchon de champagne.
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12.2. Test de double disque
a) Principe

Ce test consiste a rechercher une augmentation de la zone d'inhibition d'un disque de
C3@, précédé par l'application d'un disque contenant I'AMC, comparé a un autre disque

portant la méme céphalosporine et placé cote a cote sur la gélose de Mueller-Hinton [33].

b) Technique

- Préparer une suspension a partir d’une culture de 18 ou 24 h.

- Ensemencer la gélose Mueller-Hinton selon la technique de 1’antibiogramme.

- Déposer un disque d’AMC et un disque de C3G (CTX) a une distance de 25mm (centre a
centre).

- Laisser diffuser les antibiotiques a la température ambiante du laboratoire pendant une
heure de temps.

- Apres une heure d’incubation sur la paillasse, oter le disque d’AMC et le remplacer par
un disque de C3G (figure 09).

- Incuber pendant 18 heures a 37°C [69].

Diffusion

Figure 09 : Schéma explicatif du test du double disque.
¢) Lecture

Le test du double disque est positif quand le diametre d’inhibition du disque de C3G
appliqué apres diffusion du disque AMC est supérieur ou ¢égal a Smm par rapport au

diametre d’inhibition du disque de C3G, ce qui indique une production d’une BLSE [22].
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1. Examen macroscopique

Les principaux aspects macroscopiques des isolats obtenus sur les différents

milieux de culture utilisés sont présentés dans les figures 10- 13.

Figure 10 : Principaux aspects macroscopiques sur VRBG.

Figure 11 : Principaux aspects macroscopiques sur MC.

Figure 12 : Principaux aspects macroscopiques sur SS.

Figure 13 : Principaux aspects macroscopiques sur DCLS.
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2. Examen microscopique

Cette étape permet de détecter la présence des bacilles a Gram négatifs droits,
courts, moyens ou longs, épais ou fins, isolés ou regroupés en paires, ou en chainettes
de longueur variable, ou bien des coccobacilles Gram négatifs isolés ou regroupés en

paires.

Figure 14 : Quelques aspects microscopiques (X 100).

La purification basée sur les examens macroscopiques et microscopiques nous a

permis d’obtenir 75 isolats de BGN.

3. Identification biochimique

Vu le manque des galeries miniaturisées API20%, on a seulement identifi¢ 36

isolats parmi 75 BGN.

Les résultats des différents tests d’identification réalisés sont présentés dans le
tableau 05 D’aprées ce tableau, on remarque une diversité des genres (8 genres) et des

especes (16 especes).
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Tableau 05: Résultats des tests de 1’identification biochimique réalisée par API 20E.

Test
O 2 v |Y |~ |» M < | a - =R |Z o |% |Z |0 |2 |Z M Liespéce Code
- - | = =
z |2 |5 2SI |2 |E(EB 2|~ |B|B|2|2 |2 |E|% |8 |2 ¢
Isolat
01 + + + + + - - - - + + + + + + - + + + + Serratia S.101
liquefaciens
02 + |+ [+ |+ ]+ -]-]- R Serratia S.102
liquefaciens
03 + |+ ]+ + ]+ ] - - - -+ ]+ ]+ -]+ Serratia S.103
liquefaciens
04 - + - + + + + + - + - + - - - + - - - - Proteus Pr.mO1
mirabilis
05 - - - - - - - - -+ -+ + - - |+ | - | + | + | + | Pantoea spp4 Pspp401
06 -+ | - + |+ |+ ]+ |+ ]+ ]+ -]+ +]-1+]+]+]+]-1+ Salmonella Salspp01
Spp
07 + |+ | - + '+ |+ |+ |+ ]+ ]+ -+ ]+ -]+ + ]+ |+ |+ | + | Enterobacter En.sO1
sakazakii
08 + 0+ + |+ |+ O+ - + |+ |+ - + |+ - + - + Salmonella Sal.a01
arizonae
09 - - - - + | + - + - + - + | + - - + - + | + | + | Pantoea spp4 Pspp402
10 + 4+ ]+ ]+ |+ - + - + |+ |+ ]+ ]+ - + |+ |+ |+ ]+ |+ K K.o01
ornithinolytica
11 + |+ |+ |+ |+ - - R Serratia S.o11
odorifera 1
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Tableau 05 (suite)

Test L'espece Code
Q = o | O r4 < - |
z = | » M < a|la |=|= o | ¥ @ M
28|85 |8 = 2 =
z|2/8|8|C|E|BE|E|g|> |8 |5 |5 |2 |2 |8 |5 = Z |2
Isola
12 + - - - - - - + | + | + - + | + - - - + - - + Pantoea sppl Pspp;01
13 + |+ |+ ] - - - - - + 1+ |+ [+ ]+ -+ ] -+ -]+ E.coli 1 E.c0l
14 - - - - + | + - + |+ |+ |+ |+ |+ - + - - - - - Providencia Pv.a0l
alcalifaciens
15 -+ )+ -] - -+ )+ ]+ -] -+ -]+ Serratia S.0201
odorifera 2
16 - + - - + - - + | + - + |+ | + - - + - + - + | Pantoea spp4 Pspp403
17 + - + |+ |+ |+ |+ ]+ ]+ ]+ ]|+ - + - + |+ |+ |+ - + K. K.002
ornithinolytica
18 + + + + - - + + + + + + + - + + + - - + E.coli 1 E.c02
19 + - + |+ |+ |+ | F |+ |+ ]+ |+ ]+ |+ - + |+ |+ |+ ]+ |+ K. K.o03
ornithinolytica
20 - + |+ | + | + - - + | + - + - + - + |+ |+ ]+ - + | Salmonella spp | Salspp02
21 + |+ |+ |+ -]+ |- -+ - - -]+ E.coli 1 E.c03
22 - - - + - - + 4+ ]+ ]+ |+ - - - - - + - - - Proteus Pr.v01
vulgaris
23 - - - + - - + + - - - + - - - - - - - - Proteus Pr.m02
mirabilis
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Tableau 05 (suite)

Test
5]
o = | QO | Q | = | @ < | A - =2 | Z ol | < | |=|Z 2 o
A = | & &~ = =3 2
2285 EBEEEEgzEREFEEE 5 |2
Isolat
24 + |+ |+ |+ |+ - - + |+ |+ |+ ]+ |+ - + |+ |+ |+ ]+ |+ Serratia S.0:02
odoriferal
25 + - + + + + + + + + + - + + + + + + + + K. K.004
ornithinolytica
26 + + + + + - - + - + + + + - + + + + + + E.cloacae En.cO1
27 - -+ + ]+ ]+ -] ]+ Serratia S.0103
odoriferal
28 + | + | - + | + | - -+ + ]+ -+ -+ ]+ Enterobacter En.c02
cloacae
29 - - - + |+ ]+ |+ |+ ]+ |+ - - - - - - - - - Proteus Pr.m03
mirabilis
30 - - - + |+ - + |+ |+ ]+ |+ |+ - - - - - - - - Proteus Pr.m04
mirabilis
31 - + |+ |+ |+ - + 4+ ]+ ]+ |+ - + - + |+ |+ ]+ |+ - Serratia SmO1
marcescens
32 + 0+ ]+ ]+ |+ A+ ]+ - + |+ - + - + Salmonella Sal.a02
arizonae
33 + - |+ ] - - - R e E.coli 1 E.c04
34 + | - - + |+ |+ ]+ |+ -]+ +]+] - - -+ ] -+ Enterobacter En.g01
gergoviae
35 + | - |+ ] - - - - - + 1+ -+ +] -+ +]-|+]-7]+ E.coli 1 E.c05
36 + - + |+ |+ |+ |+ |+ - + |+ |+ |+ - + |+ - + - + Salmonella Sal.a03
arizonae
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Quelques exemples d’API 20" de différentes souches, sont présentés dans les

figures 15 a 30.

Figure 20 : Photographie de I'Api 20E de la souche 32 (Salmonella arizonae).
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Figure 26 : Photographie de I'Api 20E de la souche 07(Enterobacter sakazakii).
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Figure 30 : Photographie de I'Api 20E de la souche 34 (Enterobacter gergoviae).

4. Répartition des souches isolées selon les genres

Le tableau 06 présente I’effectif et le pourcentage des souches en fonction des

genres. La figure 31 illustre la répartition des souches en fonction des genres.
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Tableau 06 : Effectif et pourcentage des souches selon les genres.

Genre Effectif Pourcentage
Serratia 8 22.22 %
Proteus 5 13.89 %

Salmonella 5 13.89 %

Escherichia 5 13.89 %

Klebsiella 4 11.11 %

Pantoea 4 11.11 %

Enterobacter 4 11.11 %
Providencia 1 2.78 %
TOTAL 36 100%

u Serratia

u Proteus

u Salmonella

e ==

\

u Fscherichia

u Klebsiella

® Pantoea

Entrobacter

Providencia

Figure 31 : Répartition des souches en fonction des genres.
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Les résultats ont montré que les souches appartiennent a 8 genres différents dont
Serratia domine avec un pourcentage de 22.22 %.Ces bactéries, se trouvent dans le
sol, dans I’eau, sur les plantes et chez les animaux [80], ce qui justifie leur abondance

dans les viandes de volaille.

Salmonella, Escherichia et Proteus occupent la deuxiéme position avec des
fréquences égales 13.89 %.
Les trois genres Klebsiella, Pantoea et Enterobacter occupent la troisieme

position avec une fréquence de 11.11 % pour chacun.
5. Répartition des souches isolées selon les espéces

Le tableau 7 présente I’effectif et le pourcentage des souches en fonction des

especes. La figure 32 illustre la répartition des souches en fonction des especes.

Tableau 07 : Effectif et pourcentage des souches selon les espéces.

Espece bactérienne Effectif | Pourcentage
E.coli1 5 13.88 %
Proteus mirabilis 4 11.11 %
Klebsiella ornithinolytica 4 11.11 %
Serratia odoriferal 3 8.33 %
Salmonella arizonae 3 8.33 %
Pantoea spp4 3 8.33%
Serratia liquefaciens 3 8.33 %
Enterobacter cloacae 2 5.56 %
Salmonella spp 2 5.56 %
Serratia marcescens 1 2.78 %
Enterobacter gergoviae 1 2.78 %
Enterobacter sakazakii 1 2.78 %
Pantoea sppl 1 2.78 %
Serratia odorifera2 1 2.78 %
Proteus vulgaris 1 2.78 %
Providencia alcalifaciens 1 2.78 %
TOTAL 36 100 %
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® E.coli ® Proteus mirabilis ® k.ornithinolytica

® Serratia odorifera 1 ® salmonella arizonae ® Pantoea spp 4

= Serratia liquefaciens = Enterobacter cloacae ® Salmonella spp

B serratia marcescens ® Enterobacter gergoviae ® Enterobacter sakazakii
Pantoea spp 1 Serratia odorifera 2 Proteus vulgaris

Providencia alcalifaciens

Figure 32 : Répartition des souches en fonction des especes.

D’apres le tableau 7, on remarque que les souches montrent une diversité
importante, elles appartiennent a 16 especes différentes. La figure 32 montre que
I’espece la plus fréquente est E. coli (13.88 %), suivie par les especes P. mirabilis et
K. ornithinolytica présentant 11.11 % pour chacune. Les espéces : S. odorifera 1,
Salmonella arizonae, Pantoea spp4 et S. liquefaciens viennent en troisiéme position

avec des fréquences égales (8,33 %).

Les especes trouvées dans notre étude peuvent avoir deux origines: origine
endogene (I’animal, principalement a partir du tube digestif) ou origine exogene
(manipulateur, matériel, environnement). Concernant leur pouvoir pathogene,
certaines peuvent étre incriminées dans des infections d’origine alimentaire plus ou

moins graves selon 1’agent responsable.

Pour E.coli, elle provoque des infections digestives (diarrhées, infections
hépatobiliaires) et septicémies [S2]. Ainsi, la présence d’E.coli est un témoin de la

contamination fécale, provenant de I’intestin de I’homme et des animaux [61].
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Cette espece est €galement un bon indice de mauvaises conditions hygiéniques

pendant ou apres la transformation des aliments [44].

Quant au Proteus mirabilis, 1l a ¢été signalé dans certains cas de gastro-entérites

et d’intoxications alimentaires [32]

Le genre Salmonella est représenté par Salmonella arizonae et Salmonella spp
dont I’habitat peut étre ’homme et les animaux ou bien ’environnement. Toutes les
especes du genre Salmonella peuvent infecter les humains et causer des gastro-

entérites, la bactériémie et la fievre entérique [4].

Dans notre travail, on a isolé 5 souches de Salmonella a partir des viandes de
volaille alors que Matouty a rapporté 1’absence de cette bactérie dans les viandes de
volaille commercialisées a Dakar [61]. Donc, du point de vue hygiénique, les viandes
¢tudiées dans notre travail sont de mauvaise qualité, puisqu’elles contiennent des

bactéries pathogenes. De ce fait, elles sont impropres a la consommation humaine.

Concernant le genre FEnterobacter il est présenté par trois especes: En.
gergoviae, En. Sakazakiiet En. cloacae. Cette derniere a été associée a des épidémies
nosocomiales et est considérée comme pathogeéne opportuniste [48]. Ils peuvent
causer de nombreux types d'infections, y compris abces cérébraux, pneumonie,
méningite, septicémie et infection de plaies, infection des voies urinaires et des

infections de la cavité abdominale ou des intestins [35].

Enfin La forte contamination des carcasses par les microorganismes indicateurs
d'hygiene révele que les pratiques hygiéniques sont défectueuses notamment dans les
abattoirs. La plumaison, I’éviscération, le lavage, sont des €tapes de la préparation qui

participent a I'ensemble du processus de contamination [38].
6. Sensibilité des souches vis-a-vis des antibiotiques

Le tableau 08 présente le comportement des 36 souches isolées vis-a-vis des

antibiotiques testés
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Tableau 08 : Résultats du test de la sensibilité aux antibiotiques des souches isolées.
g 3 . Sl |8 |¢g
£ £ | ERE-NE-E N
% m ‘7 (=} [=) ) = o e >,
= g S S S| E |3 &8 |58
E 2 £ £ E1€ |E.Li2 |E
< N < & = |2 |[FE|E |H
Especes ATB
Code ZIZIEICIS|S|IE|E|C ||z |3 B |° |2 |5 |= |F
Providencia alcalifaciens | Pv.a01l R S |[S |S [R |S R S |S |S |I I S S |S S S R
Serratia liquefaciens S.102 S |[R |S (S |S |S |R |S |S |I S R |S S |R |S S I
S.101 S |S |S |S |[R |S |R S |S |S |S R | S S |R |S S |R
S.103 S |S |S |S |[R|S |I |[S|S |S |[R [R R |R [S |R S |R
Serratia odoriferal S.01 R IR [R |S [R |S [R S |S |S |S S S S |S R S S
S.0102 R [R |[R S [R |S [R |S |S |S |S I I S S |R
S.0:03 R |[R |[R /S |[R S |R S |S |S [R [R R |[R |[R [S S |R
Serratia odorifera 2 S.0,01 R /IR /R |{S [R |S R S |S |S |R |I R |S |[S R S R
Serratia marcescens SmO1 R [R [R |S |[R |S |[R S [S |S |R |I I R |R |R R |R
Enterobacter cloacae En.c02 R /S [R (S [R |S [R S |S |S |R |[R [R |[S |S S S R
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Tableau: 08 (suite)
ATB
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Enterobacter sakazakii | EN-s01 S |s R [s [R|s [s[s|s [s |1 [R [s [s |s R [s [R
Enterobacter gergoviae | EN-801 R|R[R [R|R [RJR (s [s [S [s [s |s [s s |1 [s |R
Sal.a01 R |[R |S S R (S |[R |S S S R S S S S R S R

Salmonella arizonge | 531202 R [R [R (S [R[s [l [s s [s 1 [I [1 [RIs [R [s [R

Sal.a03 S R |[R |S R (S 1 S S S 1 S S S S 1 S S
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Proteus mirabilis

Pr.m03 R R |S S R (S R |S S S R R 1 S S R S R
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Dans notre étude, aucune souche d'E.coli n'a présenté une résistance au
céfotaxime. Ce résultat differe de celui rapporté par Alexandre Blanc-Gonnet, ou 3%
des souches isolées a partir de découpe de poulets de chair, ont été résistantes au

céfotaxime [3].

De méme, Lili Rao et al, ont rapporté une augmentation de pourcentage de la
résistance des E.coli aux CTX en chine de 1,4% en 2003 a 48,5% en 2012 [57].Par
ailleurs, une étude tunisienne a également rapporté un taux de résistance au CTX

¢gale a 46,1% (18/ 39 souches isolées de poulets de chair et dinde [13].

Concernant les quinolones, 60% des souches d'E.coli dans notre étude sont
résistantes al’acide nalidixique. Ce taux est supérieur a celui rapporté par FOFANA et
qui était 54,44 %. [38]. De méme, nous avons marqué un taux de résistance de 33,33

% pour les souches de Salmonella contre 9,68% dans 1’é¢tude de FOFANA [38].

Les 36 souches isolées sont réparties dans les trois catégories : résistante,
sensible et intermédiaire selon le tableau 09 et la figure 33 illustre clairement cette

répartition.
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Tableau 09 : Pourcentage de sensibilité¢ aux antibiotiques des souches isolées.

Nbre de souches (Pourcentage)

o Résistante Intermédiaire | Sensible
Antibiotique Sigle R I S
Amoxicilline AMX | 21 (58.33%) | 0(0 %) 15 (41.67 %)
Amoxicillinetacide clavulanique | AMC | 23 (63.89 %) | 0(0 %) 13 (36.11 %)
Ticarcilline TIC |20 (55.55%) |0(0%) 16 (44.45 %)
Céfoxitine FOX |34(94.45%) | 0(0%) 2 (5.55 %)
Céfotaxime CTX | 1(2.78 %) 0 (0 %) 35(97.22 %)
Ceftazidine CAZ | 1(2.78 %) 0 (0 %) 35(97.22 %)
Imipénéme IMI | 27 (75 %) 7 (19.44 %) 2 (5.55 %)
Aztréonam ATM | 1 (2.78 %) 0 (0 %) 35 (97.22 %)
Gentamycine GN 0 (0 %) 3 (8.33 %) 33 (91.67 %)
Amikacine AK 0 (0 %) 1 (2.78 %) 35 (97.22 %)
Acidenalidixique NA | 15(41.67%) | 6(16.66 %) 15 (41.67 %)
Ofloxacine OFX | 17(47.22 %) 8(22.22 %) 11(30.56 %)
Pefloxacine PEF | 8(22.22 %) 8 (22.22 %) 20 (55.56 %)
Chloranphénicol C 7 (19.45 %) 0 (0 %) 29 (80.55 %)
Fosfomycine FOS | 8(23.52 %) 0 (0 %) 26 (76.48 %)
Triméthoprimesulfaméthoxazol SXT | 22(62.86%) |2(5.71 %) 11 (31.43 %)
Nitrofuranes F 3 (8.33 %) 0 (0 %) 33 (91.67 %)
Tétracycline TE 29 (80.56 %) | 2 (5.55 %) 5(13.89 %)

NB : Seulement 35 souches parmi les 36 ont été testées avec le SXT, et 34 avec le

FOS a cause d'insuffisance de ces disques.

D’apres le tableau 09, on peut constater que les antibiotiques les plus actifs par
ordre décroissant sont CTX, CAZ, ATM et AK avec une efficacité sur 97.22 % des
souches, GN et F (91.67 %), C (80.55 %), FOS (76.48 %), PEF (55.56 %).

A Topposé, les résistances les plus marquées sont observées a 1’égard des

antibiotiques :

(62.86 %), AMX (58.33 %) et TIC (55.55 %).

FOX (94.45 %), TE (80.56 %), IMI (75 %), AMC (63.89 %), SXT
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Figure 33 : Histogramme représentatif de la sensibilité aux antibiotiques des souches

isolées.

La figure 33 montre que les souches étudiées dans notre travail, expriment une
résistance a tous les antibiotiques, mais a des degrés variables, a I’exception des
aminosides (CN et AK). En effet, les entérobactéries ont une capacité évidente

d'acquérir et d'échanger des génes porteurs de facteurs de résistance [60].
7. Détection des BLSE

Dans notre étude nous avons utilisé pour détecter la production de BLSE deux
méthodes a savoir: le test de synergie et la méthode du double disque. Les résultats de

ces tests sont représentés dans le tableau 10.

Tableau 10 : Résultats des tests de détection de BLSE réalisés.

Test Test de synergie Test du double disque
Positif Négatif Positif Négatif
Résultats 2 34 7 29
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Le test de synergie était positif pour deux souches parmi 36 souches étudiées
(Figure N°34).Alors que le test du double disque a confirmé la production de BLSE
chez 7 souches (figures 35) soit 19.44%. Ce qui prouve I’'importance de réalisation

des tests de confirmation comme celui realisé dans notre travail.

(a) (b)
Figure 34: Photographies de tests de synergie positifs.
(a) Serratia odoriferal. b) Serratia liquefaciens.

NB: les cultures présentés dans la figure on été contaminées au cours de leur

incubation vu I’encombrement intense dans I’étuve.

1. Serratia liquefaciens. (b) Enterobacter gergoviae.
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(¢) E.coli 1.

Figure 35 : Photographies des tests de double disque positifs.

1: disque du CTX, 2: disque du CTX remplagant le disque AMC.

8. Fréquence des EBLSE
Dans notre travail, les souches EBLSE présentent un pourcentage de 19.44 %
parmi les entérobactéries isolées, avec une prédominance de l'espéce E.colil

(28.57 %). Les effectifs et les pourcentages des souches EBLSE en fonction des

especes sont présentés dans le tableau 11et illustrés dans la figure 36.

Tableau 11 : Effectifs et pourcentages des souches EBLSE selon les espéces

Espéces Effectifs des souches Fréquences

E.coli1 2 28.57 %
Pantoea spp4 1 14.29 %
Proteus vulgaris 1 14.29 %
Proteus mirabilis 1 14.29 %
Enterobacte rgergoviae 1 14.29 %
Serratia liquefaciens 1 14.29 %

Total 7 100 %
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‘ = E.coli |
® Pantoea spp4
- ® Proteus vulgaris
V’ = Enterobacter gergoviae

= Serratia liquefacieus

® Proteus mirabilis

Figure 36 : Répartition des souches EBLSE en fonction des espéces.

Le taux des E .coli productrices de BLSE dans notre travail 28.58 % est
inférieur a celui rapporté dans une autre étude faite sur les viandes de poulet [73] et

qui était 79,8 % [73].

Dans notre étude la fréquence des E.coli productrices de BLSE parmi les E.coli
totales est de 40% (2/5 souches). Ce résultat corrobore celui rapporté par [01] et qui
¢tait 41% (16/39 souches).

9. Sensibilité aux antibiotiques des souches EBLSE

Les résultats de sensibilité des souches EBLSE aux antibiotiques sont présentés

dans le tableau 12 et figure 37
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Tableau 12 : Effectifs et pourcentages de sensibilité aux antibiotiques des souches

EBLSE
Nbr de souches (Pourcentage)
Antibiotique Sigle Résistante Intermédiaire Sensible
R I S
Amoxicilline AMX 02 (28.57 %) 0 (00 %) 05 (71.43 %)
Amoxicillinetacide AMC 04 (57.14 %) 0 (00 %) 03 (42.86 %)
clavulanique
Ticarcilline TIC 02 (28.57 %) 0 (00 %) 05 (71.43 %)
Cefotaxime CTX 0 (00 %) 0 (00%) 07 (100 %)
Céfoxitine FOX 05 (71.43 %) 0 (00%) 02 (28.57 %)
Ceftazidine CAZ 0 (00 %) 0 (00 %) 07 (100 %)
Imipénéme IMI 07 (100 %) 0 (00 %) 0 (00 %)
Aztréonam ATM 01 (14.29 %) 0 (00 %) 06 (85.71 %)
Gentamicine CN 0 (00 %) 02 (28.57 %) 05 (71.43 %)
Amikacine AK 0 (00 %) 01 (14.29 %) | 06 (85.71 %)
Acidenalidixique NA 02 (28.57 %) 0 (00 %) 05 (71.43 %)
Ofloxacine OFX 05 (71.42%) 01 (14.29 %) | 01 (14.29 %)
Pefloxacine PEF 02 (28.57 %) 0 (00 %) 05 (71.43 %)
chloramphénicol C 0 (00 %) 0 (00 %) 07 (100 %)
Fosfomycine FOS 04 (57.14 %) 0 (00 %) 03 (42.86 %)
Triméthoprinesulfaméthoxazol SXT 04 (57.14 %) 0 (00 %) 03 (42.86 %)
Nitrofuranes F 0 (00 %) 0 (00 %) 07 (100 %)
Tétracycline TE 06 (85.71 %) 01(14.29 %) 00 %
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Figure 37 : Histogramme représentatif de la sensibilité aux antibiotiques des

souches EBLSE.

Au vu des résultats de I’antibiogramme des 07 souches EBLSE (tableau 12), on
peut constater que toutes les souches sont sensibles aux antibiotiques : céfotaxime,
ceftazidime, nitrofuranes et chloramphénicol, alors qu’elles montrent toutes une
résistance a I’imipenéme. Parmi les f-lactamines, l'aztréonam reste également efficace

sur la majorité de souches avec un taux de sensibilité de 85.71 %.

Quant aux aminosides, aucune résistance n’a €té observé a I’égard de CN et AK,
ce qui prouve leur efficacité par rapport aux quinolones, dont des taux de résistance
¢levés ont été¢ marqués (NA et PEF : 28.57%, OFX : 71.42%). Un taux de résistance

¢leve (85.71 %) est également marqué a I’égard de la Tétracycline.

En comparant les taux de résistance aux antibiotiques des souches EBLSE a
ceux des entérobactéries totales, on a pu observer une augmentation des taux de
résistance a I’égard des antibiotiques imipéneme, tétracycline, ofloxacine ,aztréonam,

pefloxacine et fosfomycine.

Concernant la résistance associ¢e aux antibiotiques : aminosides, nitrofuranes

et chloramphénicol, aucune souche n’a présenté ce type de résistance.
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» E.colil
Deux souches de cette espece sont productrices de BLSE : E.cO1 et E.c04. La
souche E.c 01 est résistante a toutes les quinolones testées (NA, OFX, PEF), elle
résiste également aux antibiotiques : AMC, FOX, IMI, FOS, SXT, TE. La souche
E.cO4montre une résistance a toutes les P-lactamines testées sauf: CTX, ATM et
CAZ. Elle est encore résistante aux ATB : OFX, SXT et TE.
» Pantoeas pp4

Une seule souche de cette espece Pspps03est BLSE positive. Cette souche

résiste seulement aux antibiotiques : AMC, FOX, IMI et TE.

» Proteus vulgaris

La souche Pr. VOI montre une résistance aux antibiotiques AMX, TIC, IMI,

SXT et TE, et également a toutes les quinolones utilisées.

» Enterobacter gergoviae

La souche En. G 01 est résistante a toutes les B-lactamines utilisées sautf ATM.

Elle est aussi résistante a TE.

» Serratia liquefacieus

La souche S.102 montre une résistance a seulement 4 ATB : AMC, IMI, OFX et

FOS. Elle est intermédiaire a AK et TE, mais sensible aux autres antibiotiques.
» Proteus mirabilis

La souche Pr.m 02 est résistante aux antibiotiques : FOX, IMI, ATM, FOS et

TE, mais sensibles aux autres antibiotiques.

» Chez les entérobactéries, des souches de Proteus mirabilis résistantes a
I’imipéneme ont été observées suite a une perte d’affinité de la PLP2 et a une

diminution de la quantité de PLP1a [84].
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Conclusion et perspectives

L'objectif de notre travail a été d'évaluer la contamination des viandes de
volaille commercialisées dans la région de Tébessa, par les entérobactéries
productrices de B- lactamases a spectre étendu (EBLSE) qui constituent un probléme
pour la santé animale et humaine.

Au cours de notre étude, 36 souches d’entérobactéries ont été identifiées,
révélant unecertaine diversité des genres et des espéces. Les genres les plus fréquents
sont : Serratia (22.22%), Proteus, Salmonella et Escherichia présentant 13,89% pour
chacun. Alors que les espéces prédominantes sont : E.coli (13.88%), Proteus mirabilis
et K.ornithinolytica (11.11% chacune); les autres especes ont présenté des fréquences

plus faibles.

L’¢tude de la sensibilité aux antibiotiques nous a permis de constater des taux
de résistance importants (plus de 50%) aux différentes p-lactamines utilisées sauf le
céfotaxime, la ceftazidime, et l'aztréonam (2.78%). Ainsi, des résistances a 1’égard

des autres antibiotiques sont observées, sauf aux aminosides qui restent actifs.

Quant aux tests de détection des BLSE, les résultats nous ont permis de cribler 7
souches EBLSE soit 19.44%, avec une prédominance de I’espece E.coli (28.57%)
suivie par Pantoea spp4, Proteus vulgaris, Enterobacter gergoviae, Serratia

liquefaciens et Proteus mirabilis (14.29% pour chacune).

Notre étude suggere donc la contamination des viandes de volaille par les
EBLSE, ce qui signifie la mauvaise application des regles d'hygiene. Par conséquent,
la transmission de ces bactéries multi résistantes par voie alimentaire peut avoir des
conséquences thérapeutiques, dans le cas des bactéries pathogenes (Salmonella, E.
coli). Par ailleurs, la consommation de tels produits contaminés pourrait contribuer a
la diffusion des EBLSE et augmenter la prévalence de portage intestinal de ces

bactéries.

Dans le cadre de la préservation de la qualité¢ des viandes de volaille, il faut

lutter contre la contamination par les bactéries résistantes, par 1'hygieéne a tous les
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maillons de la chaine alimentaire, dans les ¢levages d'animaux jusqu’a la
consommation des viandes, et surveiller I'évolution de la résistance des bactéries aux

antibiotiques de facon coordonnée.

En perspectives, nos résultats obtenus restent préliminaires et méritent d’étre
exploités et complétés. Donc on propose de :

v" Faire une caractérisation moléculaire des EBLSE pour déterminer les
genes codant cette résistance et les résistances associées

v’ Faire une étude comparative a 1’échelle phénotypique et moléculaire
entre des souches EBLSE d’origine aviaire et d’autre d’origine humaine

v’ Faire une étude comparative compléte qui suit I'évolution des EBLSE
dans les végétaux et les produits carnés pour pouvoir estimer les risques
sanitaires liés a la consommation des aliments considérés.

v' Mettre en place des études complémentaires destinées a améliorer les
reconnaissances sur les facteurs de risque d’acquisition des EBLSE

communautaires.
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Annexe



ANNEXE

4+ Compositions des milieux utilisés

» Violet Red Bile Glucose (VRBG)

Extrait de levure 3,0
Peptone 7,0
Chlorure de sodium 5,0
Sels biliaires 1,5
Glucose 10,0
Rouge neutre 0,03
Cristal violet 0,002
Agar 12,0
pH 7,4+0,2
» Désoxycholate Citrate Lactose Saccharose (DCLS)
Peptone 50¢g
Extrait de viande 50¢g
Lactose 10,0 g
Citrate de sodium 85¢g
Citrate de fer 111 1,0g
Désoxycholate de sodium 50g
» Gélose nutritive (GN)
Extrait de viande 1,0g/1
Extrait de levure 25¢g/1
Peptone 50¢g/
Chlorure de sodium 5,0g/1
Agar 15,00 g /1




» Gélose Mac Conkey

Peptone 20,0 g
Lactose 10,0 g
Sel biliaires n°3 I5¢g
Cristal violet 0,001 g
Rouge neutre 0,05¢g
Chlorure de sodium 50¢g
Agar 150g
» Gélose Salmonella Shigella (SS)
Peptone pancréatique de viande 5,0¢g/
Extrait de viande 5,0 g/l
Lactose 10,0 g/1
Sels biliaires 8,5 g/l
Citrate de sodium 10,0 g/1
Thiosulfate de sodium 8,5 g/l
Citrate ferrique ammoniacal 1,0 g/l
Rouge neutre 25,0 mg/1
Vert brillant 0,33 mg/1
Agar agar bactériologique 15,0 g/l
» Tryptone-sel
Tryptone g
NaCl 8,5¢g
Eau distillé 1000ml
PH 7




» Gélose Mueller- Hinton (MH)

Infusion de viande de beeuf 300 ml/1
Peptone de caséine 17,5g /1
Amidon de mais 1,5¢g/1
Agar 17,0 g/1
» Eau Physiologique
Chlorure 09¢g
Eau distillé 1000ml
PH 7
> Bouillon SFB
Tryptone 50¢g
Lactose 40¢g
Phosphate disodique 10,0 g
Hydrogénosélénite de sodium 40¢g

L-cystine

10mg




