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Abstract

House martin is a wild and migratory bird; often breed in villages, towns and

cities where it builds its nests.
House martins are highly infected by parasites, virus, molds or bacteria.

The bacterial infections are able to cause the wings asymmetric case, leading

to a septicemia or reduction lives of their nestlings.

Our study consists of a microbiological analysis for the nest of house martin in

the city of Tebessa, particularly in the faculty of low and political science.

This analysis, revealed the richness of house martin nest with very high
numbers of germs more or less pathogenic, this germs was primary Streptococcus sp,
after that comes FEnterobacteriaceae (12 species in 7 genera), followed by

Staphylococcus sp ( negative coagulate), Pseudomonas sp, molds and finally yeasts.

The resistance profile of study and antibiotic susceptibility showed that the

levels of resistance varied with degrees for all the studied germs (Enferobacteriaceae,

Streptococcus sp, Staphylococcus sp, Pseudomonas sp).

We isolated and identified the pathogenic germs: FEnterobacter cloacae,
Escherichia coli, and Aspergillus. These germs can cause deadly infections of house

martins or incurable anomalies.

Key words: House martin, nest, microbiological analysis, Strepfococcus,

Enterobacteriaceae, antibiogramme.




Résumé

Les hirondelles de fenétre sont des oiseaux nicheurs et migrateurs qui
installent leurs nids prés des habitations en vue de s'y reproduisent. Elles peuvent
étre attaquées par une grande variété de germes notamment les parasites, les virus, les
moisissures et les bactéries. Ces dernieres peuvent provoquées des asymétries au
niveau des ailes et induire ainsi une réduction dans la survie des oisillons de

I'hirondelle ou encore des septicémies plus ou moins graves.

Notre étude consiste a réalisé une analyse microbiologique du nid des
hirondelles de fenétre nicheurs dans la ville de Tebessa ; particulierement la faculté de

droit et de sciences politiques de 'université de Tebessa.

Les analyses effectuées ont montré la richesse du nid des hirondelles de
fenétre en gamme trés varié de germes plus ou moins pathogenes qui sont
principalement les Streptococcus sp., puis les entérobactéries (12 espéces appartenant
a 7 genres différents), suivie de Staphylococcus sp a coagulase négative, les

Pseudomonas sp., les moisissures et enfin levures .

L'étude de résistance des isolats aux antibiotiques testés a révélé des niveaux
de résistance avec des degrés variées pour touts les germes étudiés (Entérobactéries.,

Streptococcus sp. , Staphylococcus sp. , Pseudomonas sp.)

Parmi les isolats obtenus nous avons isol¢ et identifi¢ des germes pathogenes
notamment FEnterobacter cloacea, FEschirichia coli et Aspergillus sp. , qui peuvent
engendrer des infections par fois mortelles chez les hirondelles de fenétre ou

provoquer des anomalies inguérissable.

Mots clés: Hirondelles de fenétre (Delichon wurbica), nid, analyses

microbiologiques, Streptocoque, Lnterobacteriacae, antibiogramme.
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“On est obligé da présent de vregarder
['imposant spectacle de (évolution de la vie
comme un ensemble d événements
extraordinairement improbables, impossibles d

prédire et tout d fait non reproductibles.”

Stephen Jay Gould,

Extrait de La Vie est belle
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Introduction

L'Algérie héberge des certaines espéces des oiseaux migrateurs. Certains
d'entre eux sont sédentaires. D'autre viennent passer seulement le printemps et I'été

pour s'y reproduire.

Parmi ces derniers, I'hirondelle de fenétre (Delichon urbica), qui fait son
apparition dés le début du mois de Mars pour se reproduire avant de repartir vers la

fin du mois de Septembre. (SALOY L., etal. 2014) (Turner A., etal. 1989)

Toujours par le passé, les hirondelles ont été protégées par nos ancétres a
cause de croyances populaires faisant d'elles des oiseaux prédisant le bonheur pour les
occupants a la maison ou elles ont choisi de bater leurs nids (Turner A., et al. 1989)
(Bejcek V., 1989). Mais ces admirables oiseaux restent trés fragiles devant les
contraintes imposées par I'homme moderne: pesticides, insecticides, bétonnage des
espaces verts, sont la quelques exemples qui ont induit une régression alarmante des

populations d'hirondelles de fenétre (Daoudi-hacini S., 2004).

Le présent travail porte une partie bibliographique sur I'hirondelle de fenétre et
une partie expérimentale sur l'analyse microbiologique du nids des hirondelles de
fenétre par isolement et identification des bactéries et mycétes qui peuvent exister

dans le nid suivie du profil de sensibilité aux antibiotiques des bactéries identifiées.

Le but de notre travail est de déterminé la présence ou non des germes
pathogénes dans le nid de I'hirondelle de fenétre car leur présence peut engendrer des
males formations chez les oisillons notamment une asymétrie au niveau des ailes.
Comme elles peuvent étre a l'origine des maladies plus ou moins grave tel que
Klebsiella pneumonie qui peut provoquer la mort des hirondelles de fenétre et
Enterobacter qui engendre des septicémies et Aspergillus flavus qui peut engendres

des mycoses (Stenkat.J., et al. 2013).

Ces diverses maladies peuvent étre facilement transmises aux personnes qui sont en

contact direct avec ces oiseaux et leurs nids.
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GENERALITE SUR L’HIRONDELLE DE FENETRE ET LES 2016
MALADIES DES OISEAUX MIGRATEURS

I. Les hirondelles de fenétre

L’Hirondelle de fenétre Delichon urbica Linné, 1758 est classé dans |’ordre
des Passeriformes, sous-ordre des Oscines et la famille des Hirundinidae, qui
constitue un ensemble homogéne et trés caractérisé. Cette espéce est caractérisée par
une coloration noire bleutée sur tout son dessus, sauf le croupion qui est blanc pur,
comme le dessous. La queue est courte et fourchue sans brins allongés. La téte et le
croupion apparait a peine moins volumineux. Les pattes couvertes de fines plimes

blanches. Les deux sexes sont identiques (Turner A., etal, 1989)

L ’adulte mesure de 12 a13 cm de longueur, 26 et 29 cm d’envergure et pése de
16 a 25 g. Sa longévité peut atteindre les 14 ans si les conditions de vie sont trés
favorables, et sont espérance de vie moyenne est de 2,1 ans (Schmid, 1995). Le jeune
de I’Hirondelle de fenétre ne peut étre confondu avec aucun autre jeune appartenant a
n'importe quelle espéce dHirundinidae a cause de la couleur blanche de son croupion

et de sa partie ventrale (Turner A., et al, 1989)

Le dessus des jeunes est brun noir foncé avec trés peu de reflets métalliques; la
gorge est teinte de brunatre et la nugue est souvent marquée de blanc. Par ailleurs la

queue présente des taches blanches (Turner A., etal, 1989)

L’hirondelle de fenétre (figure.01) a un vol moins rapide et souvent plus
voltigeant que I’hirondelle de cheminée, car elle possede un vol papillonnant entre
coupé de longues glissades. Ceci vient du fait qu’elle chasse des insectes sans

interrompre leur long voyage vers I’Afrique (Turner A., etal, 1989).

Figure.01. La description de I'hirondelle de fenétre. Caillet E., (2013).
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Il. Habitat et distribution de population

Les hirondelles de fenétre sont fréquentes dans les régions ouvertes tel que les
espaces de culture, et pénetrent aussi les montagnes dont I'hauteur est de 2000 -

3000 m, et de plus dans les régions urbaine comme les villages, les villes et les cités.

Les colonies des hirondelles sont fréqguemment proches aux étendues d'eau,
les espaces de végétation et spécifiquement les arbres déciduaux qui offrent les
insectes qui sont une excellente source d'alimentation pour les hirondelles (Bejcek
V., 1989).

Les hirondelles de fenétre peuplent toute I'Europe, I'Afriqgue du Nord-Ouest,
I'Asie Centrale, (figure.02) toute la moitié nord de I'Asie excepté I'extréme nord de la
Sibérie et contrairement a sa cousine rustique, I'Hirondelle de fenétre ne se trouve pas

en Amérique (Bejcek V., 1989)

L’Hirondelle de fenétre (Delichon urbica) est une espéce migratrice, trés
commune dans les villes du Nord en Algérie durant le printemps et I’été. Elle arrive
dans la partie septentrionale du pays en avril et repart au cours du mois de septembre

(Merzouki Y., et al, 2013).

Figure.02. La répartition géographique des hirondelles de fenétre en Eurasie
et en Afrique. (Jaune: les zones de nidification / Bleu: les zones d'hivernage)
(Wikipédia).
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I11.  Migration et alimentation

111.1. Migration
L'aire d'hivernage des hirondelles couvre I'Afrique sub-saharienne, I'Inde et
I'Asie du Sud-est. Quelques hirondelles de fenétre (race type) hivernent en Afrique du
Nord, et il y a quelque observation en hivernales en Europe. La migration s'apparait
de la fin d'Aodt au début d'octobre en Europe occidentale et centrale, plus tard dans
les zones plus méridionales. La migration de retour s'effectue surtout en Avril-mai

(Turner A., etal, 1989.)
111.2. Vol et Alimentation

Selon Turner A., et al, (1989). L'hirondelle de fenétre vole souvent plus haut,
au moyen a 21 metres au-dessus du sol en période de nidification plus bas quand il

pleut. Le vol est lent, le plus souvent plané que battu.

Les terrains de chasse sont souvent au milieu ouvert ou surtout par mauvais
temps au-dessus de I'eau. L'hirondelle de fenétre, s'alimente des insectes capturées a
la volées a proximité des plans d'eau comme les diptéres chironomes ainsi que leurs
insectes prédateurs, (figure.03) les odonates et pour les adultes, elles peuvent

capturées aussi des fourmis ailées (Polin., et al, 2010).

Figure.03. Hirondelle de fenétre mange une libellule (Wikipédia)

IV. La reproduction

Ces oiseaux se reproduiront souvent au cours de la période qui se déroule
généralement entre le mois de Mai et Aolt, tdt dans le sud que dans le nord. Les

hirondelles pontent de 4 & 5 ceufs, mais elles varient de 2 a 6, les deuxiémes couvées
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comportent en général 3 ou 4 ceufs, les ceufs sont blanc pur, (figure.04) et mesurent au
moyenne 19713.3 mm et un poids de 1.7g, elles sont en général pondus a 24 heures

d'intervalle mais peuvent prendre un jours ou plus (Turner A., etal, 1989.)

Figure.04. La forme des ceufs des hirondelles de fenétre (Wikipédia).

Les deux sexes partagent toutes les taches parentales, mais la femelle assure
I'essentiel de I'incubation et de I'élevage. Les ceufs sont incubés pendant 14 a 16 jours,
dans un spectre de 11-21 jours et apres I'éclosion et les poussins commencent a

I'envol dés I'age de 9jours. (figure.05) (Turner A., etal, 1989).

Le taux d'éclosion est élevé, proche de 90 %. Les adultes des hirondelles de
fenétre disposent de plus grandes réserves de nourriture parce qu'elles se nourrissent
en hauteur de petits insectes et leurs poussins aussi, et ils sont capables d'entrer en
léthargie lors de mauvais contions météorologiques, et peuvent méme supporter

guelques jours de jeune (Turner A., et al, 1989).

Figure.05. Des poussins des hirondelles de fenétre dans leur nid. (Wikipédia).
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V. La nidification

Les déférentes espéces des hirondelles nichent dans des creux qui se situées
dans les arbres, les falaises, des berges de riviére, et peuvent aussi coloniser des
structures artificielles comme les trous de mur ou des nichoirs (Turner A., et al,
1989). Leurs propres cavités (figure.06) sont construire sous forme d'un nid de boue
fixée sur une falaise, plafond d'une grotte, arbre, le dessous d'un pont, poutres d'une

maison ou les murs.... (Turner A., etal, 1989) (Bejcek V., 1989).

Les nids de boue sont sous forme d'un boule presque entiérement fermée avec
un trou étroit en guise d'entré placée vers la partie supérieurs du nid (Turner A., et al,

1989).

Figure.06. La forme du nid des hirondelles de fenétre (Wikipédia).

Les couples travaillent en commun pour construire leur propre nid par le
recueille de préférence de boue de mares, des rives d'étangs ou de riviéres qui est
rejetée par les vers de terre aprés en avoir extrait les sucs, parce que cette terre se lie

plus facilement.

Les hirondelles de fenétres se réunissent souvent, et mettent leurs efforts en
commun pour faconner les nids pour plusieurs couples. (figure.07) (Turner A., et al,

1989.) (Bejcek V., 1989)

L'hirondelle mélange le boue sous forme de petites boules avec le salive qui
ciment le tout sans présence de paille ou de petites herbes, et aprés la mére donne au
nid sa forme finale par le frottement de l'intérieur par ses plumes qui fait lisser toutes
les aspérités de la paroi interne du nid qui pourrait blesser les future poussins et
garnie la couche interne du nid par les plumes qui ont un grand réles dans la

protection des ceufs et puis les oisillons. (Bejcek V., 1989).
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Figure.07. La construction du nid chez les hirondelles de fenétre (Bejcek V.,
1989).

V1. Les maladies infectieuses chez les hirondelles

VI1.1. Les maladies d’origine bactérienne

Selon, Stenkat J., et al, (2013) ces maladies d'origine bactériennes étaient
principalement responsable de décés ou de maladie chez seulement 5 % des oiseaux
migrateurs examinées. Bien que, le pourcentage augment a 13% si l'infection est
associes a une septicémie ou un traumatisme. Les infections bactériennes qui

causent la mort ou les maladies chez les poussins ont une importance majore.

Parmi les oiseaux examinés, 14 espéces des Entérobactéries ont été détectés
dans toutes les familles des oiseaux et sont capable de causées des lésions ou des

septicémies soit pour les adultes ou pour les poussins (Stenkat J., et al, 2013)

En effet, la présence des cocci Gram positives dans I'intestin de la pluparts des
oiseaux testés, ne sont pas toutes liées a des maladies a l'exception des lésions
inflammatoires et des pododermites dues aux Staphylococcus sp (Stenkat J., et al,
2013).
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VI1.1.1.La cholera aviaire

La présence de Pasteurella multocida qui est responsable du choléra aviaire
chez las oiseaux est une coccobacille de Gram négatif. Sa pathogénicité est
fortement variable dans les espéces aviaires. Surtout s'elle qui existe soit avec
Escherichia coli ou avec Enterobacter cloacea; causer dans ce cas de septicémie

chez les oiseaux ou leurs mortalités (Michael., D et al, 2007).

Figure.08. Pasteurella multocida et Escherichia coli aprés une coloration de Gram
(Wikipédia)
VI1.1.2. La fievre Q

La fiévre Q est une maladie bactérienne zoonotypique trés répondue causée
par la bactérie Cociella burnetii et c'est une bactérie immobile coccobacille. Les
personnes infectées souffrent de détresse respiratoire aigue aprés un contacte avec un
animal réservoir de la bactérie comme les oiseaux migrateurs notamment les

hirondelles de fenétre qui représente un agent de transmission de la maladie pour les

patients en contacte permanente avec l'aérosol de fiente (Debin M., 2007)

Figure.09. Cociella burnetii agent de la fievre Q (Wikipédia).
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V1.2. Les maladies fongiques

Les mycoses ont été considérées parmi les causes de mortalités ou de
maladies fongiques chez les oiseaux dans seulement 2 % des sujets testés, bien que
leur présence comme une maladie secondaire chez les sujet débilités était plus

fréquente (Stenkat J., et al, 2013)

Aspergillus fumigatus, (figure.10.) isolés a partir de 5 oiseaux examinés
peuvent causées des maladies chez les Hirondelles de fenétre, les moineaux
domestique, les busards souffrent de pneumonie mycosique,... De plus, chez les
hirondelles de fenétre qui avaient une infection bactérienne concomitante (Stenkat J.,
etal, 2013)

Figure.10. Aspergillusfumigatus. (Wkipédia)

Aspergillus flavus et Mucor racemosus(Figure.11.) causent la pneumonie
granulomatose. Candida albicans a été régulierement trouvé dans les intestins des

oiseaux et peut causer des candidoses. (Stenkat J., etal, 2013).

Figure.11l. (A) Aspergillusflavus, (B) Mucor racemosus, (C) Candida albicans

12
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VII. Les infestations parasitaires

Quelque soit le type de I'agent responsable de la maladie est endoparasite
(63% des oiseaux testés) ou ectoparasite (38% des oiseaux testés), les maladies
parasitaires sont les principales causes de mortalité ou d'affections parasitaires chez

les oiseaux (Stenkat J., etal, 2013).

Notamment, chez les familles suivantes: Fringillidae, Accipitridae,
Hirundinidae, dont le pourcentage de mortalité d'origine parasitaire représente

respectivement 25, 33 et 36 % des oiseaux testés (Stenka J., et al, 2013).

En effet, les endoparasites sont capables de causer des inflammations ou des
Iésions intestinales et aprés une biopsie, il révele I'existence d' E coli dans des lésions

causées par des Trichomonas.

Par contre, les ectoparasites sont réguliéerement présents, mais ne conduisent
jamais a des pronostics vitaux des lésions ou des dommages au niveau des plumes

des oiseaux (Stenkat J., et al, 2013).

13
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1.1.La méthodologie du travail

L'analyse microbiologique du nid des hirondelles de fenétre a été effectuée
sur un plan bactériologique, par description morphologique (macroscopique et
microscopique). Suivie d'une identification par I'API 20 E pour les entérobactéries
isolées et sur un plan mycologique par isolement et identification microscopique des

moisissures et des levures contenus dans les nids des hirondelles.

Un test d'antibiogramme pour les isolats identifiés pour déterminer leur

sensibilité ou leur résistance aux antibiotiques sélectionnés
1.2.Matériels
1.2.1. Verreries
# Béchers de 50 ml, 250 ml, 500 ml, 1000ml;
Erlenmeyer;
Eprouvettes graduées;
Fioles jaugées;
Flacons en verres de 200 ou 250 ml, avec bouchon a vis;
Tubes a essais;
Pipettes graduées de 1ml, 2 ml, 10 ml, 25 ml;
Lames;
Lamelles.

Le matériel en verre doit étre apres un lavage propre puis un séchage
recouvert par du papier Aluminium et stériliser au four pasteur pendant 30 minutes a

température de 121 oC.
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Les instruments métalliques et I'appareillage
Anses de platines;

Pince;

Baro magnétique;

Portoirs;

Micropipettes de 100 |il, 1000 |il;

Cbnes (embouts);

Spatules;

Pissette;

Mortier;

Tamis de 2 mm.

Appareillage

Autoclave.

Microscope optique marque (OPTICA).

2016

Balance de précision, capacité 620g avec précision de 0,01g marque (KERN

EW).

Agitateur marque (Lab Tech®- ISO 9001).
Bec benzéne.

Bain-marie marque (memmertj.

Four pasteur.

Centrifugeuse.

Etuves réglées a: 30, 37°C, et 44°C marque (memmert).

Loupe binoculaire marque 1000(OPTIKA/P-180).



- Frigo (LG).

4+ pH meétre.

4 Appareille photo numérique Canon.

Autre produits

Matériels et méthodes

2016

API 20 E: une galerie d'identification pour les Entérobactéries selon des caractéres

biochimiques testés.

Les disques d'antibiotiques

Famille/groupe d'antibiotique

Amino-pénicilline
Carboxy-pénicilline
Uréidopénicilline
Carbapenem

Céphalosporine

Aminosides

"itracycline

Macrolide

Macrolide
Streptogramines

Quinolones
Polypeptide
Glycopeptide

Divers

Dénomination commune
Ampicilline
Amoxicilline
Ticarcilline

Ticarcilline-ac. Clavulanique

Pipéracilline
Imipénéme
Céfoxitine
Céfazoline
Céftazidime
Streptomycine
Gentamycine
Tétracycline
Erythromycine
Pristinamycine
Acide nalidixique
Colistine
Vancomycine
Rifampicine
Nitrofurantoine
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I1. Les milieux de cultures

Pour identifier les germes bactériens isolés a partir du nid des hirondelles de

fenétre nous avons utilisé des milieux sélectifs suivants

S La gélose PCA : (Plate Count Agar), est préconisée pour le dénombrement

de la flore aérobie mésophile totale.

S La gélose Mac conkey : est un milieu sélectif utilisé pour I’isolement des
entérobactéries dans les eaux, les produites biologiques d’origine humaine ou

animale.

S Le milieu EMB,(éosine bleu de méthyléne) est un milieu sélectif pour le

dénombrement et I’isolement des bactéries Gram négatives

S La gélose Salmonella-Shigella (SS) est utilisée pour [’isolement des
salmonelles et des Shigelles dans les produits alimentaires ainsi que dans les
autres prélevements (d’origine animale, par exemple) susceptibles d’en

contenir, aprés enrichissement préalable.

S La gélose Hektoen est un milieu d'isolement des Salmonelles et des Shigelles,
bien que de nombreuses bactéries & Gram négatif puissent se développer sur ce
milieu. L'identification d'entérobactéries pathogénes repose sur la non

utilisation des glucides présents dans le milieu.

S La gélose Chapman -Mannitol Salt Agar : est un milieu sélectif pour
I’isolement et la numération des Staphylocoque, il permet également de
différencier les espéces fermentant le mannitol de celles qui ne le fermentent

pas.

S La gélose Baird-Parker permet la détection et numération directes des

staphylococcus aureus.

S Le bouillon cceur-cervelle milieu nutritif tamponné et polyvalent riche,
utilisé pour la culture d’une trés grande variété de microorganismes aérobies
ou anaérobies, incluant levures et moisissures. Il convient aussi pour la mise

en évidence de la staphylocoagulase et la DNAse des Staphylococcus
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La gélose cétrimide, est un milieu sélectif destiné pour [I’isolement et le

dénombrement de Pseudomonas dans les déférents produits d’origine animale.

La gélose sabouraud : est recommandé pour I’isolement des levures et

moisissures.

La gelose viande-foie est utilisée pour le dénombrement des spores de
Clostridium sulfito réducteurs dans les eaux, les produits laitiers et les autres

produits alimentaires.

Le Bouillon de Rothe est utilisé pour la confirmation lors des recherches et
dénombrements des Streptocoques fécaux dans les eaux d'alimentation et
résiduaires, les produits surgelés et les autres denrées alimentaires par la
méthode du nombre le plus probable. La recherche s'effectue en 2 étapes, un
test présomptif en bouillon de Rothe et transfert des cultures positives pour

confirmation sur milieu de Litsky.

Le Milieu de Litsky est utilisé pour la confirmation lors des recherches et

dénombrements des Streptocoques fécaux.

Le milieu VRBL est du type sélectif c’est-a-dire qu'il sélectionne des micro-
organismes pouvant ainsi bénéficier des facteurs de croissance. La gélose
lactosée biliée au cristal violet et au rouge neutre (V.R.B.L.) est utilisée pour
la recherche et le dénombrement des bactéries Coliformes (Escherichia coli,

Citrobacter, Klebsiella, Enterobacter).

Le milieu Mueller Hinton : est reconnue comme étant le milieu de référence
pour I’étude de la sensibilité des germes aux antibiotiques c.-a-d. une gélose

riche pour la réalisation de I'antibiogramme standard

La gélose nutritive est utilisée dans le cadre de la microbiologie alimentaire
pour la culture d’une grande variété de microorganismes, en vue de la
purification nécessaire et préalable aux étapes d’identification. Elle convient

pour les germes ne présentant pas d’exigences particuliéres.
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I1l1. Présentation de la région d'étude

La wilaya de Tébessa (Figure.12.) est située a l'extréme est du pays,
limitrophe de la Tunisie. Elle est délimitée au nord par la wilaya de Souk Ahras, a
I'est par Tunisie, I'ouest par les wilayas de Khenchela et Oum Elbouaghi et au sud par

la wilaya d'Elouad.

La wilaya de Tébessa est une zone de transition météorologique et se distingue
par quatre étages bioclimatiques (subhumide, semi-aride, subaride, aride ou saharien
doux). Elle posséde depuis longtemps une double vocation miniéres (exploitation des
mines de fer Ouenza et Boukhadra et des gisements de phosphate de de DJEBEL

ONK) et agropastorale (y compris I’agriculture en montagne).

Elle est caractérisée par son emplacement dans la zone frontaliere des Hauts
Plateaux est du pays. La wilaya de Tébessa englobe 28 communes, dont dix (10)

frontaliéres. (figure.12.)

Le cadre d'étude est la ville de Tébessa et la zone d'échantillonnage est la
faculté de droit et des sciences politiques, dans laquelle s'est déroulée la présente

étude.

Figure.12. La faculté de droit et des sciences politiques. (Site de préléevement).
I11.1.Détermination du site d'étude

Le choix du site d'étude a été effectué selon la disponibilité des nids au niveau
des facultés de l'université de Tébessa. En effet, la faculté de droit a présenté un

nombre assez élevé pour la sélectionné dans la présente étude.
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I11.2.Les nids dans le site d'étude
I11.2.1.Les sorties effectuées pour le choix d'un nid
Tableau.01. Les sorties effectuées et le nombre des nids trouvées.

Date de sortie Le lieu de sortie Le nombre des nids

trouvés (voir annexe)

Le 02. 02. 2016 1 er étage:
10h46 3 nids intacts
1 nid cassé.
La faculté de la langue 2 éne étage:
Fin de sortie frangaise 5 nids cassés
10h57 5 nids intacts
Totale 8 nids intacts
Le 11. 02. 2016 1 er étage:
11h43 4 nids intacts

6 nids cassés
La faculté de langue Arabe 9 érrEértage:
20 nids intacts
12 nids cassés

Fin de sortie 25 nids intacts

12h15 La faculté de droit et des 3 nids cassés

sciences politiques

Totale 49 nids intacts
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IV. Prélévement et analyse du nid
IV.l.Echantillonnage

Le sol du nid de I'nirondelle de fenétre est prélevé du site d'étude aprés avoir
sélectionnée aléatoirement un nid parmi les 25 nids qui formant les colonies

d'hirondelles de fenétres au niveau du site d'étude.

Le prélevement est déposé dans un sac stérile et transporter au laboratoire

pour effectuer les analyses microbiologiques.
IV.2.Préparation de la suspension du sol et les dilutions

Premiérement, le broyage du nid a été effectué jusqu'a I'obtention d'une terre
fine puis passé la terre dans un tamis de 0.25 mm de diamétre pour éliminer toutes les

débris notamment, les plumes .. ..etc

Puis, 10 g de terre fine ont été déposé dans un bécher stérile et 100 ml d'eau
physiologique stérile ont été ragoutées et puis laissée décanter pour procéder ensuite

3
a des dilutions jusqu'a lI'ordre de 10 .
IV.3. Préparation des dilutions

Pour I'échantillon du sol, il convient de pratiquer plusieurs dilutions. Ainsi,
aprés une homogénéisation du solution par l'agitateur pendant une minute. Les

3

dilutions allant de 10 1jusqu'a 10 © sont préparées avec l'eau physiologique stérile

qui est distribuée stérilement dans les tubes a raison de 9 ml par tube.

A l'aide d'une pipette graduée stérile de 1 ml, on préléve 1ml de la suspension

mére et lI'introduire dans le premier tube;

A partir de cette dilution 10-1, prélevée par une autre pipette graduée stérile 1
ml de la dilution et déposée dans le deuxiéme tube qui représente la dilution 10 et

on fait la méme chose pour le troisiéme tube pour obtenir la dilution 10

Enfin, ces dilution wvont servir pour I'ensemencement des différentes

milieux de cultures qu'ils soient sélectifs ou non, solide ou liquide.
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IV.4. Méthodes d'analyse microbiologique

Les analyses microbiologiques effectués sur I'échantillon du sol a pour but
d'isoler et dénombrer les germes totaux, coliformes fécaux, Entérobactéries,
coliformes totaux, streptocoques fécaux, Clostriduim sulfito-réducteurs, les
Staphylocoques, les Pseudomonas, les salmonelles et les shigelles, les levures et les

champignons microscopiques.

En effet, 1I’analyse bactériologique n’est pas seulement qualitative mais aussi
quantitative par le calcul du nombre d’unité formant colonie (UFC) et des unités

formant trouble(UFT) dans le cas des streptocoques.
IV.4.1.Recherche et dénombrement de la flore aérobie mésophile totale
m L'ensemencement

-Prélever par pipette graduée ou la micropipette 1 ml de la suspension mere et de
chaque dilution et la déposer dans les boites de Pétri correspondantes a raison de 2

boites par dilution;
-Verser 15 ml de la gélose PCA en surfusion dans les boites de Pétri;

- Faire des mouvements de rotation ou de forme de 8 pour homogéneiser la gélose

avec l'inoculum;

-Incuber les boites ensemencées dans I'étuve réglée a 300C pendant 24 heures a 48

heures.
m La lecture

Le dénombrement de colonies apparut dans les boites de Pétri  aprés
incubation est multiplié par l'inverse du rapport de la dilution choisis pour les

calculs.

Le nombre de germes totaux retenu est la moyenne arithmétique des nombres
de germes trouvés pour les différentes dilutions. Les résultats sont exprimés en

nombre d'unités formant colonies (U.F.C) par millilitre.
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IV.4.2.La recherche des entérobactéries
m L'ensemencement

-Prélever par la pipette 0,1 ml de la suspension et des dilutions et I'étaler a la surface

des milieux Mac Conkey, EMB, préalablement couler dans les boites de Pétri,
-Incuber les boites 24 h a 48 h a température 370C.
m La lecture

-Le dénombrement des colonies s'effectue sur celles apparue sur les milieux de

cultures,

-Sur milieu EMB ou Mac Conkey la fermentation du lactose se traduit par le virage
du pourpre de Bromcrésol au jaune ; les colonies lactose + sontjaunes alors que les

colonies lactose - sont bleues violacées.
IV.4.3. La recherche des Salmonelles et des Shigelles
m L'ensemencement

-Se fait par ensemencement a la surface du milieu SS et Hektoen et incubation 24h a

48 h a température 370cC.
m La lecture

Les Salmonella qui ne fermentent pas le lactose présentent des colonies

incolores, transparentes, avec ou sans centre noir du a la production d’H2S.

Les Shigella sont incolores. Les coliformes se présentent sous forme des

colonies rouges ou rosées
IV.4.4. La recherche des staphylocoques
m L'ensemencement

-A partir des dilutions préalablement préparées est ensemencé le milieu de Chapman

a la surface a raison de 2 boites par dilution et incuber & 370C pendant 24h a 48h.
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n La lecture

Aprés incubation repérer les colonies suspectes : les Staphylocoques se
présentent sur milieu Chapman sous forme de colonie de taille moyenne, et souvent

entourée d'un halo jaune da a l'utilisation du mannitol.
IV.4.5. La recherche des Staphylococus aureus
m |'ensemencement

La recherche et le dénombrement de S.aureus sur le milieu gélosé de Baird

Parker dans la masse par I'inoculation de 1 ml des dilutions.
m La lecture

Les staphylococcus aureus sont caractérisés par la formation de colonies
grises stable et bien visible ou noires entourées d'un halo opaque due a l'utilisation de

tellurite de potassium.
IV.4.6. La recherche des Pseudomonas
m L'ensemencement

-0,1 ml des dilutions est étalé a la surface du milieu cétrimide préalablement couler

dans les boites de Pétri puis incuber 24 & 48 heures a température 37cC.
m La lecture

Les colonies de Pseudomonas ont un diamétre de 1,5 & 2 mm, un contour
circulaire, une surface lisse et brillante, une couleur blanc creme ou plus ou moins
jaunatre, un aspect muqueux et sont par fois déja accompagnées d'une production de

pigment bleu-vert.
IV.4.7.La recherche des Coliformes totaux et les Coliformes fécaux
m L'ensemencement

-Le milieu sélectif VRBL pour l'isolement des coliformes totaux et fécaux est
ensemencé dans la masse par l'introduction dans les boites de pétri de 1 ml de chaque

dilution. Pour chaque dilution 4 boites du milieu sont ensemencées.
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-Puis verser le milieu préalablement fondue et refroidit a 450C sur l'inoculum et

homogénéiser.

-Laisser refroidir puis incuber 6 boites de Pétri a température de 370C pour les
coliformes totaux et les autres 6 boites sont incubées a température 440C pour les

coliformes fécaux.
m La lecture

-Sont considérées comme caractéristiques, les colonies rouges de diamétre égal ou

supérieur a 0,5 mm, aprés 24 heures d’incubation
IVV.4.8.La recherche des Streptocoques fécaux
m L'ensemencement

-La recherche de ces germes est basée sur I'ensemencement d'un milieu liquide qui est
le bouillon de Roth par I'introduction dans des tubes contenant 10 ml de bouillon

Rothe de 1 ml de dilution.

-Ce milieu représente un teste présomptif qui sera suivie par un teste confirmatif sur

le bouillon de litsky.
- Incuber les tubes a 370C pendant 24 a 48 heures.
m La lecture

-Les tubes positifs présentant un trouble seront par la suite, soumi a un teste
confirmatif sur bouillon Litsky a raison de trois tubes de Litsky pour chaque tube

positif de Rothe.
-Incuber 24 a 48 heures a 37aC.

-La présence des streptocoques fécaux signifiés par la turbidité du milieu avec ou sans

des précipitations violettes au fond des tubes.
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1IV.4.9.La recherche des Clostriduim sulfito réducteurs
m L'ensemencement

-La recherche des Clostridium sulfito réducteurs s'effectuée sur la gélose VF (viande-
fois) ensemencée dans la masse par 1 ml des dilutions dans des tubes remplis au deux
tiers par le milieu puis introduire I'inoculum enfin 0,2 ml d'alun de fer et 0,5 ml de

sulfite de sodium sont ajoutés dans chaque tube.

-Bien homogénéiser les tubes avant leur solidification et laisser refroidir sur une

surface froide et plate.
-Incuber a 370C pendant 24 a 48 heures.
m La lecture

-Les colonies de Clostridium sulfito réducteur donc les spores apparaissent sous

formes de colonies noir entourés ou non d'un halo clair dans les tubes.
IV.4.10.La recherche des levures et des champignons
m L'ensemencement

-La recherche des levures et des mycetes se fait sur le milieu de Sabouraud
préalablement couler et refroidit puis ensemencés a la surface par I'étalement de 0,1

ml de chaque dilution et a raison de 2 boites par dilution.
-Incuber a la température ambiante de 20 a 250C pendant 7 jours.
m La lecture

-L'apparition des colonies de levures et des champignons sur le milieu sous
différentes aspects et couleurs fait appel a la présence des ces derniers dans la terre

fine du nid.
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IVV.5. Purification, conservation et identification des isolats
IV.5.1. Purification et conservation des isolats

A pour but de [I'obtention d'une culture contient des colonies pure et
identiques sur le plan macroscopiques et morphologique (méme couleur, taille,
aspect...) et aussi méme aspect microscopiques (formes des cellules identiques et

méme type de Gram) (Figarella. J et al .2007)

/////

méme milieu de premiére culture aprés avoir fait une coloration de Gram pour

conformer le type des colonies a prendre (Figarella. J et al .2007)

Apreés une incubation on obtient une culture similaire de la colonie repiquée et
contient des colonies bien isolées et un de ces colonies va subir & une autre coloration
de Gram puis ensemencer sur une gélose nutritif sous forme inclinée dans un tube a
essais, incuber 24 h a 370C puis conserver au réfrigérateur a -4 o C (Delarras. C

2007)

Les isolats conserver dans les tubes qui portent des étiquettes (date et numéro
de chaque colonie) vont utiliser pour I'identification des isolats et I'application du teste

de I'antibiogramme (Delarras. C .2007)
IV.5.2. Identification

L'identification des isolats se déroule sur deux étapes premiérement on fait
des testes préliminaires qui vont nous rapprochons a connaitre des caractéres
générales pour la bactérie identifier puis l'identification proprement dit par les API
spécifiques a chaque types de bactéries (APl 20 E pour les entérobactéries, API staph,

API strepto, . ) (Tortora J., et al .2003)
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IV.5.2.1. Teste préliminaires
IV.5.2.1.1. Coloration de Gram
+ Principe

Le principe de la coloration de Gram repose sur les différences de composition
chimique de la paroi des bactéries (1 a 2.5 % des lipides chez les bactéries a Gram

positif, 10 a 22% chez Gram négatif) (Tortora J., et al .2003)
-+ Technique

-On dépose sur une lame propre une goutte d'une suspension bactérienne;
-Faire sécher la lame par passage sur la flamme du bec benzéne (fait un frotti);
- Déposer la lame sur le support au-dessus de L'évier;

-Poser des gouttes du colorant violet de Gentiane sur le frotti, laisser agir pendant 1

minute, puis rincer la lame parfaitement par I'eau;

-Recouvrir la lame une autre fois par le lugol et laisser agir une minute puis rincer a

I'eau;

-Tenir la lame inclinée et faire couler pendant 30 secondes de l'alcool a 95° jusqu'a

écoulement incolore, rincer immédiatement a I’eau;
-Recolorer avec de la fuchsine pendant 1 minutes ; rincer a I’eau et égoutter ;
- Egoutter entre 2 morceaux de papier buvard et laisser sécher;
- Observez avec une goutte d'huile a immersion a I'objectif X 100.
-+ Observation sous microscope

Sous microscope on peut observer deux types de colorant, celui de couleur
rose représente les bactéries de Gram négatives et qui sont de couleur violet sont de
Gram positive. Mais on observe des cellules bactériennes de déférentes formes

(bacille, cocobacille, cocci, diplocoques, ).
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1V.5.2.1.2. Teste catalase
-+ Principe

L'enzyme du catalase catalyse la réaction de la décomposition de peroxyde
d'oxygene (H202 ou l'eau oxygénée) en eau (H 2 O) et oxygéne (0O2). Elle est
indispensable pour les strictement anaérobies pour empécher I'accumulation de I'H202
dans la bactérie et qui est toxique pour cette catégorie des bactéries. (Madian M., et

al. 2007).
4+ Technique
-Déposer sur une lame propre et séche une goutte d'eau oxygénée a 10 volume;

-On ajoute a l'aide d'une pipette pasteur une colonie bactérienne sur la goutte de I

H202;
-Bien mélanger la colonie avec la goutte

-Puis observer le dégagement ou non des bulles gazeuses.
-+ Résultats

L'apparition des bulles gazeuses sur la lame signe la présence du catalase et
que la bactérie est catalase positif, mais I'absence des bulles gazeuses signe I'absence

du catalase et donc la bactérie est catalase négatif.

IV.5.2.1.3. Teste coagulase
-t Principe

La réalisation de cette teste a pour but de détecter la présence des
Staphylococcus aureus et de confirmer leur pathogénicité par la recherche de la

présence du coagulase.

Les Staphylococcus aureus produise deux types de coagulase : la coagulase
libre extracellulaire qui réagit avec la prothrombine du plasma, et la coagulase liée,
localisé sur la paroi bactérienne qui réagit avec le fibrinogéne plasmatique pour

produire un coagulum (NFV 08-057-1. 2007)
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-+ Technique

-Dans des tubes stériles déposer 0.5 ml du plasma de lapin;

-Ajouter 0.5 ml d'une culture bactérienne jeune précédemment ensemencer sur
o

bouillon cceur-cervellé et incuber 24 h a 37 C;
-Ensemencer deux tubes pour chaque tube de cceur-cervellg;

-Incuber la moitié des nombre des tubes ensemencé a température ambiante et l'autre

moitié a température de 37°C.
+ La lecture

La lecture se commence aprés 30 minutes, 3 heures et jusqu'a 24 heures, la
présence de coagulase libre se manifeste par I'apparition d'un coagulum résulte apreés
la coagulation du plasma dans les tubes incuber a 37° C, et la coagulase liée apparue
par la formation d'un coagulum dans les tubes incuber a température ambiante et on

dit que les isolats sont des Staphylococcus aureus.

L'absence du coagulum signe l'absence de l'enzyme coagulase et donc les

isolats ne sont pas des Staphylococcus aureus.
IV.5.2.2. Identification des entérobactéries par I'API 20 E

L'identification biochimique des isolats est réalisée par la galerie APl 20 E
(biomérieux). C'est une version miniaturisée et standardisée, elle se présente sous
forme de cupule préte a l'emploi contenant de substrat lyophilisé nécessaire aux
différents tests biochimiques et destinée a l'identification des différentes espéces

apparentant au groupe des entérobactéries.(Géraldine P., Delphine R. 2003)
I Principe

La galerie APl 20E comporte 20 microtubes contenant des substrats sous
forme déshydratée. Les tests sont inoculés avec une suspension bactérienne qui
reconstitue les milieux. Les réactions produites pendant la période d’incubation se

traduisent par des virages colorés spontanées ou révélés par |’addition de réactifs.
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La lecture de ces réactions se fait & I’aide du tableau (voir Annexe) de lecture et

I’identification est obtenue a I’aide du logiciel d’identification. (Marchal N., 1992).
4+ Mode opératoire
- Remplir par I'eau distillée stérile les alvéoles du support ;

- Préparer une suspension bactérienne dense dans 5ml d'eau physiologique stérile a

partir d'une culture pure etjeune de 18 a 24 h sur un milieu non sélectif;

- Introduire la suspension bactérienne dans chaque tube a l'aide d'une pipette Pasteur

stérile, puis appuyée a l'intérieur et sur le cété pour éviter la formation de bulles d'air :

-Pour les caractéres soulignés ADH, LDC, ODC et H2S, ensemencer le tubule par la

suspension et la cupule par le vaseline de paraffine stérile ;

-Pour les caractéres encadrés ce qui est le cas des en| w|gl tests

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.
- La lecture

La lecture de la galerie API doit se faire en se référant au tableau de la lecture

(voire annexe)

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

indique une réaction positive a noter sur la fiche de résultats.

-Test IND : ajouter une goutte de réactif JAMES (Kovacs). Un halo de couleur rose
apparue a la surface de la cupule indique une réaction positive a noter sur la fiche de
résultats.

-Test V P : ajouter une goutte de réactif VP1 et VP2. 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 aprés 10 minutes doit étre

considérée négative.
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I Logiciels d’identification

Il est présenté sous la forme d’une feuille de calcul fonctionnant sous
Windows avec Microsoft Excel (voir Annexe). Cette feuille de calcul est basée sur
des tableaux de pourcentages, en particulier ceux fournis par bioMérieux. Elle calcule
en fonction du profil de caractéres introduit (positive + ou négative -), la probabilité

de chaque taxon.

IV.5.3 Teste d'antibiogramme
4+ Principe

La méthode des disques consiste a déposer a la surface de la gélose Mueller-Hinton
préalablement ensemencées par écouvillonnage avec une suspension bactérienne de 0.5 Mc
Farland, des disques imprégnés d’une dose connue des déférents antibiotiques. Chaque
diffuse au sein de la gélose a partir de disque et y détermine des concentrations inversement

proportionnelles a la distance du disque. (Burnichon N., Texier A. 2003).

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 caracteéristiques de sensibilité ou de résistance de la souche en seront déduites

selon le diamétre mesuré de la zone sur boite. (SFM. 2010).

-+ Mode opératoire
La technique par écouvillonnage consiste a :
-Préparer une suspension bactérienne homogeéne a partir d’une seule colonie pure etjeune ;

-Tremper I’écouvillon dans la suspension et I’essorer sur les bords du tube a essai puis

ensemencé les boites de facon a croiser les striés (3 répétitions) ;
-Laisser la boite sécher pendant 10 minutes;

- Les disques des antibiotiques a tester, sont déposés a la surface de la boite ensemencée. Dés
I'application des disques, les antibiotiques diffusent de maniére uniforme si bien que leurs

concentrations sont inversement proportionnelles a la distance du disque.
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-Aprés incubation a 37 C° pendant 18 heures, les disques s'entourent ou non de zone

d'inhibition circulaire correspondant & une absence de culture.

-Lorsque la technique est parfaitement standardisée, les diamétres des zones d'inhibition

dépendent uniquement de la sensibilité du germe. (SFM. 2010).

-Les disques d’antibiotiques sont répartis sur deux boites de pétri (\Voir annexe).
-+ Lecture

L’interprétation des isolats (sensibles, intermédiaires ou résistants) se fait
selon les diameétres critiques. Chaque disque a une concentration minimal inhibitrice,
caractérisé par un diamétre d’inhibition, la comparaison des diamétres mesurés autour
des disques disposés et celle recommandés permettra de détecter le phénotype
sensible (S), intermédiaire (1), et résistant (R) :

- Diameétre d’inhibition supérieur ou égal le diameétre de la concentration critique
inferieure, la souche est dite sensible (S) ;

- Diametre d’inhibition compris entre les deux diametres des concentrations critiques,
la souche est dite intermédiaire (1) ;

- Diameétre d’inhibition inferieur ou égal au diamétre de la concentration critique

supérieure, la souche est donc dite résistante (R). (SFM. 2010).
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I. Les cultures microbiennes du nid des hirondelles de fenétre

Les résultats de dénombrement des germes du nid des hirondelles de fenétre
nous ont permis d'isoler une grande variété des microorganismes appartenant aux
différents familles dont les plus abondants sont les Streptococcaceae (110X10 UFT/
gram), suivie par les Entérobactériaceae (66.2X103UFC/ gram), par la suite viennent

les levures et les champignons avec un nombre des germes de 12X10 UFC par gram.

Suivie dans l'ordre par les flores aérobie mésophile totale (65X10 UFC/gram),
les Staphylococcaceae (30.5X10 UFC/gram), Les Clostridium sulfitoréducteurs

(400UFC/ gram), enfin les Pseudomonadaceae par un nombre de 120 UFC/gram.
1.1. Les bactéries isolées du nid des hirondelles de fenétre

.L'analyse du nid des hirondelles de fenétre a révélé que les Streptococcus
fécaux sp sont les plus dominantes avec une prévalence de résistance de 55.5%, suivie
dans l'ordre par les Entérobactéries, avec une prévalence de résistance de 33.38%,
puis les levures et les moisissures (prévalence de résistance (6.05%),les flores
mésophile aérobie totale (prévalence de résistance de 3.27%), les Staphylococcus sp
(prévalence de résistance de 1.54%), enfin les Clostridiums sulfitoréducteurs

(prévalence de résistance de 0.20%).

Par contre les Pseudomonas sp sont les moins abondantes avec une prévalence de

résistance de 0.06%.

Il.1dentification des isolats

Les souches obtenues sont identifiés a partir des caracteres biochimiques
aprés une identification primaire de leurs caractéres morphologiques
(macroscopique et microscopique).

11.1.  Sur le plan morphologique

L'identification des isolats repose sur des critéres macroscopiques des colonies
par la détermination de la forme des colonies (ronde, irréguliéres, envahissante,
bombée, plate ), lataille (petite colonie, moyenne, grosse colonies...), la surface
(lisse, rugueuses..), la couleur, et autre criteres comme l'opacité, consistance,

I'odeur....etc. (Prescott L., et €l.2003).
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I1.2. Pourcentages des espéces bactériennes isolées du nid des

hirondelles de fenétre

Les résultats d'identification des isolats du nid analysé (voir annexe), ont
montré la présence de 12 especes d'entérobactéries appartenant a 07 genres différents:
Serratia odorifira 1, Klebsiella oxytoca, Klebsiella terrigena, Klebsiella
ornithinolytica, Enterobacter cloacea, Enterobacter aerogenes, Enterobacter
sakazakii, Enterobacter amnigenus, citrobacter freundii, Escherichia coli, Proteus

vulgris, Cedacea lapagei.

En effet, I'espéce Serratia odorifera 1, est la plus dominante avec une
abondance de 18.75 %, suivie d'Entérobacter cloacea aves une abondance relative de
15.625 %. De méme, ces especes peuvent provoquées chez les oiseaux migrateurs des

infections notamment des septicémies (Stenkat J., et al.2013).

Par ailleurs, le genre Enterobacter est le plus dominant par le nombre d'espéce
par rapport aux autres genres. En effet, nous avons pu isoler 4 espéces d'Enterobacter
et 3 especes de Klebsiella, Alors que les autres genres n'ont présenté qu'une seule
espéce. Egalement nous avons marqué la présence d'une espéce appartenant aux

genres Aeromonas, Chryseomonas, Pasteurella, Stenotrophomonas.

I11. Profil de résistance aux antibiotiques des isolats bactériens

I11.1. Profil de résistance aux antibiotiques des entérobactéries et les
non Entérobactéries (Aeromonas, Chryseomonas, Pasteurella,

Stenotrophomonas)

Les isolats ont montrés une résistance vis-a-vis de colistine, alors que pour la
ceftazidime, I'amoxiciline, I'ampicilline et céfoxitine un nombre moindre d'isolats a

montré une résistance vis-a-vis de ces antibiotiques par rapport a la colistine.

Alors que pour la piperacilline, acide nalidixique, tetracycline, rifampicine et
cefazoline un nombre moindre d'isolats a marqué une sensibilité vis-a-vis de ces
antibiotiques pour la piperacilline (15 isolatats), pour l'acide nalidixique et la
tetracycline (14 isolats). par rapport a la nitrofurantoine (16 isolats). (SFM. 2010),
(Burnichon N., Texier A. 2003).
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Les cas intermédiaires ont été marqués dans le cas de I'amoxiciline, cefazoline,
céfoxitine, cefazoline, acide nalidixique, rifampicine et tetracycline avec des
diametres d'intermidiaire allant de 09 mm a 20 mm. (SFM. 2010), (Burnichon N.,
Texier A. 2003).

L'analyse du tableau a montré que 100% des isolats sont résistantes a la
colistine(CL), et a la nitrofurantoine (Nit). Egalement 93.75% des isolats sont
résistantes a la ceftazidime (CAZ), 87.5% sont résistantes a I'ampicilline (AMP), 75%
sont résistantes a I'amoxicilline (AML), 68.75 % sont résistantes a la céfoxitine (CX
/[FOX), 50% des isolats sont résistantes a la rifampicine (RIF) et 37.5% sont
résistantes a la céfazoline (CZ). Par contre, seulement 6.25% des isolats ont marquées
une résistance vis-a-vis de l'acide nalidixique (NA) et la piperacilline (PRL/ PIP).
(SFM. 2010), (Burnichon N., Texier A. 2003).

111.2. Profil de résistance aux antibiotiques des isolats des

Staphylococcus sp

La résistance des isolats des Staphylocoques coagulase négative a été signalée
vis-a-vis de l'antibiotique céfoxitine (CX/FOX). Par contre, elle a montrée une
sensibilité vis-a-vis des autres Antibiotiques testés notamment Erythromycine (E),
Pipéracilline (PIP/PRL) et Vancomycine (VA) aves des diamétres d'inhibition variant
entre 23 mm et 33 mm pour I'Erythromycine, 22 mm et 26 mm pour le Pipéracilline et
enfin 20 mm et 22 mm pour le Vancomycine. De plus, aucun cas intermédiaire n'est

signalé (voir Figure.15.). (SFM. 2010), (Burnichon N., Texier A. 2003).

111.3. Profil de résistance aux antibiotiques des isolats des

Streptocoquesfécaux

Le profil de sensibilité aux antibiotiques des 5souches des Streptocoques sp a
révélé une grande sensibilité vis-a-vis de Streptomycine (STR) et Gentamycine
(GEN) avec des diametres des zones d'inhibition variant entre 20 mm et 24 mm pour
le Streptomycine varier entre 18 mm et 22 mm pour Gentamycine. (SFM. 2010),

(Burnichon N., Texier A. 2003).

Par contre, trois souches des Streptococcus fécaux sp ont montrés une

résistance vis-a-vis de Céfazoline (CZ). Egalement, une faible activité antibactérienne
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(état intermédiaire) a été noté pour I'antibiotique céfazoline vis-a-vis de deux souches
seulement des Streptocoques sp avec des zones d'inhibition de 10 mm et 15 mm de
diameétre. (SFM. 2010), (Burnichon N., Texier A. 2003).

I11.4.Profil de résistance aux antibiotiques d’un isolat de

Pseudomonas sp
Les résultats de l'antibiogramme ont indiqués que Pseudomonas sp est

sensible aux quatre antibiotiques testés: Ticarcilline acide clavulanique (TTC),

Ticarcilline (TC), Colistine (CS), Gentamycine (GM) et Imipénéme (IPM).

Seulement un seul antibiotique a présenté une faible activité antibactérienne
(cas intermédiaire) qui est le Ticarcilline acide clavulanique avec une zone

d'inhibition de 35 mm. (SFM. 2010), (Burnichon N., Texier A. 2003).

40



CONCLUSION



Conclusion

Le présent travail est la premiere contribution qui a été effectué en Algérie

pour réaliser 1'analyse microbiologique du nid des hirondelles de fenétre.

Cependant, cette analyse du nid de la faculté de droit et des sciences politiques
a permis d'isoler 12 especes d'entérobactéries appartenant a 7 genres différents

Enterobacter, Serratia, Citrobacter, Klebsiella, Cedacea, Proteus, Eschirichia.

En effet, Serratia odorifera 1 est la plus dominante avec une abondance de

18.75% suivie d'Enterobacter cloacea, avec une prévalence relative de 15.62%.

Les Enterobacter sont les plus dominantes par le nombre d'especes (04
especes), suivie de Klebsiella (03 especes), alors que les autres genres d'isolats n'ont
présenter qu'une seule espéce. Egalement, nous avons isolé du nid analysé 13isolats
appartenant aux genres Staphylococcus et 5 isolats appartenant au genre
Streptococcus et un seul isolat du genre Pseudomonas, 5 espéces de moisissures et 2

especes de levures.

L'étude de l'antibiogramme de bactéries identifiées a montré que 100% des
isolats sont résistantes a la Colistine et a la Nitrofurantoine. 93.75% des isolats sont
résistants a la Céftazidime, 87.5% sont résistantes a I'Ampicilline, 75% sont résistant
a 'Amoxicilline, 50%sont résistante a la Rifampicinne et 37.5% sont résistants a la
Céfazoline. Par contre, seulement 6.25% des isolats ont marquées une résistance vis-

a-vis de I'Acide nalidixique et la Pipéracilline.

La résistance des Staphylocoques a coagulase négative a été signalée vis-a-vis
de l'antibiotique Céfoxitine. Par contre, elle a montré une sensibilité¢ vis-a-vis des

autres antibiotiques testés notamment Erythromycine, Piperacilline et Vancomycine.

Le profil de sensibilité aux antibiotiques testés de 5 isolats de Streptocoques

fécaux a révélé une grande sensibilité vis-a-vis de Streptomycine et Gentamycine. Par

contre, 3 isolats de Streptococcus sp ont montré une résistance vis-a-vis de
Céfazoline. Une faible activité antibactérienne a €té noté seulement pour la Céfazoline

vis-a-vis de deux isolats de Streptocoque.




Les résultats de I'antibiogramme ont indiqués que Pseudomonas sp est
sensible aux 5 antibiotiques testés: Ticarcilline, Ticarcilline acide clavulanique,
Imipenéme. Un seul antibiotique a présenté une faible activité antibactérienne vis-a-

vis de la Ticarcilline acide clavulanique.

La présence de certains germes notamment E coli, Streptocoque,
Pseudomonas, Pasteurella peut provoquer chez les hirondelles de fenétre en
particulier les oisillons des maladies plus ou moins grave tel que le cholera provoqué
par Pasteurella maltocida et les Aspergilloses provoqués par Aspergillusfumigatus et
Aspergillus flavus et Mucor racemosus qui causent la pneumonie granulomatose.

(Stenkat J.,et al., 2013).

Les bactéries qui se développent dans les nids des hirondelles de fenétre
n‘affectent pas la réussite des nichées, cependant en induisant des pertes de poids et
des asymétries des ailes, ils réduisent la survie des jeunes, I'asymétrie des ailes gene
considerablement le vol qui constitue une aptitude critique pour la survie des oiseaux
insectivores aériens comme I'hirondelle de fenétre, ces asymétries sont dues a des
espéces telles que Escherichia coli, Salmonella sp et Shigella sp. (Daoudi-hacini S,

2004)

En perspective, il serrait intéressant de pousser l'identification des
Staphylocoques a coagulase négative, les Streptocoques fécaux et les Pseudomonas a
I'espece et de faire I'analyse du nid des hirondelles de fenétre nicheurs dans d'autre
cités de la ville de Tebessa et enfin analyser le nid des hirondelles rustique qui sont

trés abondant dans la ville de Tebessa.
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Les milieux de culture

I. Les milieux solides

1. PCA (Plate Count Agar)(Biokar)

Composition g/l
Digéré enzymatique A€ CASEINE....iciiiiiii ettt s re st e e sreeaes 5,0
EXTFAIT 08 TEVUTE...ueieiiee ettt e st e see s e s 2.5
[ LT o1 11T TP 1,0
F N 0 -1 O RO UPTUP TP URTURTUPTUPTUP 15,0
Préparation

Dissoudre 23,5 g de milieu de base déshydraté dans 1 litre d’eau distillée ou
déminéralisée;

- Porter lentement le milieu a ébullition sous agitation et température constante et I’y
maintenir durant le temps nécessaire a sa dissolution (recouvrir le bicher par un papier
aluminium pour éviter I’évaporation de la suspension);

- Répartir en tubes (ou chaque tube contient 12 ml de notre milieu liquide);

- Auto-claver a 121 °C pendant 15 minutes.

2. Mac CONKEY (Flukar)

Composition g/l
Peptone 20, 0
I To] (01 PP P PSP RTRPRPPR PRSI 10,0
(O g 153 7= L IRV A o ] (=1 SRR 0,001
ROUGE NMBULTE ...t 0,05
(01 0] Fo] (T E=T0 [=IYo Lo 11011 ¢ F TR 50
SIS DIITAITES .. 15,0
N o T | TP PP PP 15,0
Préparation

Mettre en suspension 52 g de milieu déshydraté dans 1 litre d’eau distillée ou

déminéralisée;
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- Porter lentement le milieu a ébullition sous agitation et une température constante et
I’y maintenir durant le temps nécessaire a sa dissolution (Recouvrir le bicher par un
papier aluminium pour éviter I’évaporation de la suspension);

- Répartir en tubes ou en flacons;

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

3. EMB (éosine bleu de méthyléne)

Composition g/l
Peptone 10, 0
= 108 (0 11 10,0
L1 4 =TT 0,4
BleU de MEATNYIENE ..o e et b e e e re st 5,0
Hydrogénophosphate de POtaSSTUM .......ccoiiiiiiirieiieeree s 2,0
N o - PSP 15,0
Préparation

-Mettre en suspension 37,5 g du milieu dans un litre d’eau distillée ;
- Bien mélanger ;

- Auto-claver a 121C° pendant 15 mn ;

- PH final 6,8 + 0,1.

4. Viande-foie (Biokar)

Composition g/l
Peptone VIaNde FOIB.....ci it 30,0
[ Lo 11T TP 2,0
AMIAON SOIUDIE ..o e e s s e e e s st e e s s sba e e s sabaeeeans 2,0
SUITITE T8 SOTTUM ceereiiieiie ettt ettt ettt e e e s ae bt eeessast e b e eteeesssassbeaeeeesssassbrreeeeesnesaans 2,5
Citrate de fer amMmONIACAL........ocoueiii i s eareas 0,5

Agar agar DaCtEriOlOGIGUE.....ucui it 11,0
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Préparation

-Mettre en suspension 48,0 g de milieu déshydraté (BK157) dans 1 litre d’eau
distillée;

-Porter lentement le milieu a ébullition sous agitation constante et I’y maintenir durant
le temps nécessaire a sa dissolution ;

-Répartir en tubes, a raison de 15 ml par tube ;

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

5. VRBL (Agar de violet cristallisé rouge neutre bile)(Flukar)

Composition g/l
P B PO N bttt b e b b e b nbe e she e nreenreenne e 07,0
L L A0 [T LY LTS 03,0
= Yo (0 1] 10,0
(08 ] o) U] =Io [T o Yo L LUT 1 ¢ TR 05,0
MEIANGE SEI DITAITE...cveeeeeicicie et enens 01,5
(OF 153 = IRV A o ] 1= TR 0,002
ROUGE NMBULTE ..ttt sttt st e b e ae e sbe e be e saeeseeesaeas 0,03
N 0 - U - U PR 15,0
Préparation

- Mettre en suspension 38.5 g de milieu déshydraté dans 1litre d’eau distillée ;
- Porter lentement le milieu a ébullition sous agitation constante et I’y maintenir
durant le temps nécessaire a sa dissolution.

- Puis autoclaver le milieu pendant 15 minutes a 121 oC.

6. Cétrimide

Composition g/l

PeptoNe de GEIATINE ..ot 16,0
PEPLONE B CASIENE ..ottt s be et s be et e besaeesresbeers 10,0
Bromure de tétradonium (CETIMITE)......cooiiiiiiiiiiieese e 0,2
ACTAE NAIIAIXIGUE ...t s sreeneas 15,0 mg
SUITAE 08 POTASSIUM .. .eiiiiiec et e re e st e e sre e b e e beente e sre e sreenes 10,0
ChlIorure de MagnESIUM .....c.cierieieeieee ettt e e e e e e eneees 1,4
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Préparation

- Dissoudre 45,3 g de milieu de base déshydraté dans 1 litre d’eau distillée ou
déminéralisée;

- Porter lentement le milieu a ébullition sous agitation et température constante et I’y
maintenir durant le temps nécessaire a sa dissolution (recouvrir le bicher par un papier
aluminium pour éviter I’évaporation de la suspension);

- Répartir dans les flacons;

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

7. Gélose nutritive

Composition g/l

AL UL o TRV A=Y (o [T 1,0

L U1 A0 [T LY AU LT 2,5

=T 01 (0] T O T T URTR O UURRPRRPROPRN 50
(8] o] U1 =Io [T o Yo L LUT 1 ¢ R 50
F N o - | TR P PP PRSP PPN 15,0
Préparation

-Dissoudre 25 g de poudre de gélose nutritif dans un litre d’eau distillée ;
- Auto-claver a 121 C° pendant 15 minutes ;
-Répartir dans des tubes stériles;

- PH final 7,4 = 0,2.

8. G¢élose SS (Salmonella/ Shigella)

Composition g/l
Peptone pancréatique de VIANUE.......cociiiiiiiiieieiee e 50
= 103 (0 1Y 10,0
(O8] A =L LI o [T 1o 11U 13 TR 10,0
Citrate ferrique ammOnNiACAl.........ccooi i 1,0
VY A oY 1 - o R 0,33 mg
L L o TRV AT=Y Lo [T 50
Y=Y S L1 - VT TR 8,5
ThiOSUITALE A SOUTUM ..eiiiiiiite ettt ettt e e ettt e e s e ettt eeeeese e e e e e e saaerareeeees 8,5
ROUGE NMBULI it e e e s e e s e e et e e saneennneesnneean 25,0 mg

Agar agar DacCteriolOgigUE........oiiiiiiie e 15,0
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Préparation

- Mettre en suspension 63,0 g de milieu déshydraté (BK022) dans 1 litre d’eau
distillée ;

- Porter lentement le milieu a ébullition sous agitation constante et I’y maintenir
durant le temps nécessaire a sa dissolution ;

- Ne pas autoclaver;

- toute les étapes de préparation il faut faire au prés de bec benzene.

9. Hektoen

Composition g/l
PrOTEOSE PEPTONE .ottt st et be b e et et e s beeae e be b e aaeaaesreereenes 12
U= VLo [T [NV AT T - U 3
(O o1 FoT gV T L= o T=TETo Yo 1TV 1o OSSR 5
ThiosSulTate de SOUIUM .....iiiiie e st e e sr e s e e sreesreesneesneens 5
Y= E T LT T (-SSR 9
Citrate de fer et d'amMMONTUM c...ccc i e s e e e s s see e e s sabeneens 15
ST 1 Lo 1 = SRS 2
I T (01 R 12
T (oo o - U o 1] - SR 12
LU R o LT L= I= o Lo 1RO 0,1
Bleu de bromothy MOl ......cooooiee e e 0,065
] 0T Y USROS 14
BAU QISTHIBO ..o st et e b e be e e e reeteenes 1L
Préparation

-Suspendre 75,1 g de milieu déshydraté (BK067) dans 1 litre d'eau distillée ou
déminéralisée ;

- Porter lentement & ébullition, en remuant avec une agitation constante jusqu'a
dissolution complete ;

- Maintenir I'ébullition pendant 2 minutes ;

- Ne pas stériliser.
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10. Baird Parker

Composition g/ 900 ml de milieu de base
LI 77 1o LT PP 10,0 ¢
EXTrait de VIANGe....ocoiiiiee e cerriits ettt st s 500
Extrait autolytique de 18VUIE ...t o 10g
Pyruvate de SOOTUM .......ociiiiiiiii et ettt ens 10,0 g
Y CINE i e ettt sbe e rere e 12,0 g
Chlorure de TIENTUM ..o e 509
Agar agar baCteriolOgiqUE. ..o i 1504
Préparation

-Mettre en suspension 54,9 g de milieu de base déshydraté (BKO055) dans 900 ml
d’eau distillée ;

- Porter a ébullition lentement, en agitant jusqu’a dissolution compléte ;
- Répartir en flacons, a raison de 100 mL par flacon ;
-Auto-clavé a 121 C° pendant 15 min.

-Lors de l'utilisation on ajoute 10 ml de tellurite de potassium et 50 ml d'une solution
de jaune d’ceuf (35 ml d'eau distillé mélangé avec 15 ml de jaune d'ceuf) ;

11. Chapman

Composition g/l

T 01 0 SRR 10,0
L T o TRV T Ua Lo [T oL =Y U 1,0
(01 o] [o ] (BT g=T0 [N Yo Lo 11011 ¢ TR TTRRURR 75,0
LY/ T AT ) T 10,0
ROUGE € PRENOL.....ei bbb 0,025



ANNEXE

Préparation
-Mettre en suspension 111,0 g de milieu déshydraté dans 1 litre d’eau distillée ;

-Porter lentement le milieu a ébullition sous agitation constante et I’y maintenir durant

le temps nécessaire a sa dissolution ;
-Répartir le milieu dans des flacons ;
-Stériliser a I’autoclave a 121 °C pendant 15 minutes

12. Moeller-Hinton

Composition g/l
INTUSION dE VIANAE 08 DB UT ..ottt ettt e et et e e e e e s e e eeeen 300,0 ml
PEPLONE U8 CASBINE...iitiitiiii ettt sttt e be st se e s b e s be e st et e sbeabeete e besaeeneennesre e 17,5
e Lo (o] N0 [N £ K- TSR 15
1 - | USSP 17,0
Préparation

-Pour préparer ce milieu il faut peser 38g de poudre et la mélanger dans 1L d’eau.

-Faire une homogénéiser puis chauffer en agitant. Il faut porter & ébullition pendant

environ une minute.
-Ensuite on stérilise la gélose a I’autoclave durant 15 minutes a 121,1°C.
-pH=74

13. Sabouraud (Biokar)

Composition g/l

Peptone pepsiqUE e VIANGAE ..o 10,0
L LU0 1] TR 20,0
(O a1 FoT Uy ¢ oY LT 0 [T ) USSP 0,5

Agar agar BaCtEriolOGIQUE.......coii i st ae e re e 15,0
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Préparation

- Mettre en suspension 45,5 g de milieu déshydraté dans 1 litre d’eau distillée ou
déminéralisée.

- Porter lentement le milieu & ébullition sous agitation constante et I’y maintenir
durant le temps nécessaire a sa dissolution.

- Répartir en flacons.

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

-pH du milieu prét-a-I’emploi a 25°C :5,7 £ 0,2.

I1. Les milieux liquides (bouillons)

I1.1.Bouillon nutritif

Composition g/l
o =T Ao [V A T U Yo LT 1,0
L L UL o [T LY AU LT 2,5
T 01 (o] 4L TR PUPPPRPUURPPPIN 50
(OF 0] Fo ] (ST E=T0 [=IEYo Lo 1101 4 F T TTRTRRRR 50
Préparation

-Dissoudre 25 g de poudre de gélose nutritif dans un litre d’eau distillée ;
- Auto-claver a 121 C° pendant 15 minutes ;
-Répartir dans des tubes stériles;

- PH final 7,4 £ 0,2.



ANNEXE

11.2. Milieu Rothe (Biokar)

Composition g/l
B I 7L (L= OT RSP RPROURRTR 15,0
(08 0] Fo ] (BT E=T0 [<IEY0 Lo 1101 4 TR 7,50
YA AT [T 0 (=TT o o LU T2 [T 0,20
=L Ao [T o LU SRR 450
[ Lo 11T TR TPRRTRRRR 7,50
Préparation

- Mettre en suspension 34,8 grammes dans 1 litre d’eau pure ;
- Agiter jusqu'a dissolution compléte ;

- Répartir 10 ml par tubes ;

- Auto-claver a 121°C pendant 15 minutes ;

- pH final & 25°C :7,2 -/+ 0,2.

11.3.Milieu litsky (Biokar)

Composition g/l
Peptone de VIANUE.......oc et r e r e ne e 10,0
PEPLONE 0B CASBINE....iiiiieieeieii ettt st e e e e sesnentesreneeneas 10,0
(€7 10 o3 o 11 TSR 5,00
Phosphate dipOtaSSIQUE.......ccceieiieiiieeiere sttt seeeeas 2,70
Phosphate MONOPOtASSIQUE......ccviiee e ee e te e te et e e enee s 2,70
(08 0] o) U1 =N o [T o Yo L LUT o ¢ 5,00
PV AT RN [SIEYo Yo U] o F TR 0,30
40}V Y AT ] = S PTPRSS 0,0005
Préparation

-Mettre en solution 35,7 g de milieu déshydraté (BK061) dans 1 litre d’eau distillée ;

-Agiter lentement jusqu’a dissolution compléte ;
-pH du milieu prét-a-I’emploi a 25°C :6,8 £ 0,2. Ajusté le ph de milieu ;

-Répartir en tubes a raison de 10 ml par tube ;



ANNEXE

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

I11.4. Milieu cceur-cervellé (Biokar)

Composition g/l
P IO OSE-PEPIONE ..ttt ettt 10,0
INTUSION 08 CEIVEIIE B VAU ...uviiiiii ittt ettt e e e ettt e e e e ee et e e e e sesereeeees 12,5
INTUSTON A& COBUN U8 DB UT...eeeiii e bae e 50
[ U1 11T 2,0
(8] o] U1 =Io [T o Yo L LUT 1 ¢ R 50
Hydrogénophosphate de SOUIUM ... 2,5
Préparation

-Dissoudre 37 g de poudre de bouillon cceur-cervellé dans un litre d’eau distillée ;
- Bien agiter le milieu avec une température;
-Auto-claver a 121 C° pendant 15 minutes ;

-Répartir dans des tubes steriles;

-pH Final =74
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Les réactifs et les produits chimiques

Réactifs et colorants Compositions
Solution 1 -Cristal violet.................. 20g
Ethanol................ 0,95200

Solution 2 : -Oxalate d’ammonium...20g

Cristal violet Eau distillée.............. 800 cm3

Eau oxygénée (H202) Solution de peroxyde d’hydrogéne a 10
volumes, soit 0,95 mol.dm" .

Fuchine basique............... 10g
Euchine Phénol......cooiiiniiiinnn, 50g
Ethanol 4 0,95100........... cm3
Eau distillée.................... 1dm3
-P-diméthylamino-benzaldéhyde 5¢g
Kovacs - Alcool amylique.......cccocevrinnnee 75 ml
-HCI pUr.e 25 ml
800
Lugol -lode. 1g
-lodure de potassium 29
-Eau distillée gsp............. 1dm3
-Acide sulfirique............. 049
NIT 1 (5 ml) -Acide acetique................. 309
SH20 70 ml
-N,N-dimethyl-1 -naphthylamine .0.6 ¢
NIT 2 (5 ml) -Acide acetique.......cccoveeeirnirccinnn 30g
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VP 1 (5 ml) -Potassium hydroxide 40 g
“H20 100 ml

VP 2 (5 ml) -a-naphthol..........c............. 69
-Ethanol......cccooveeis 100 ml

TDA (5 ml) Ferric chloride (iron content) 344



