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Résumé

Les entérobactéries représentent une des principales familles de bacilles a Gram négatif
responsables de pathologies graves dans les élevages avicoles, surtout celles causées par les
genres Escherichia et Salmonella. La surveillance de la sensibilité aux antibiotiques au
laboratoire est une étape essentielle; elle permet de I’orientation du choix des traitements
empiriques et de la réduction de la pression de sélection exercée par les antibiotiques. La
présente étude avait pour objectif d’évaluer les niveaux de résistances des entérobactéries
d’origine aviaire au niveau de six régions dans I’ouest Algérien. Entre Avril et Octobre
2016, 254 souches d’entérobactéries a été isolé au niveau de laboratoire vétérinaire régional
de Mostaganem, Escherichia coli a occupé la premiere place (57,08 %), suivie par Proteus
spp (17,32 %), Enterobacter spp (12,59%) et enfin Salmonella spp (1,18%.). L évaluation de
la résistance des isolats vis-a-vis de quatorze antibiotiques a été réalisée par la méthode de
diffusion en milieu gélose selon les normes de CLSI. La détection des souches productrice de
BLSE a été faite par le test de synergie et confirmée par la méthode de double disque. Nos
résultats ont montré que 90,34% et 86,89% des E. coli sont résistantes respectivement a
I"acide nalidixique et la tétracycline, alors que pour I’ampicilline celle-ci était aux alentours
de 82,75%. Un taux alarmant de I’antibiorésistance d’E. coli vis-a-vis d’un seul antibiotique a
été révelé (100%), ainsi que pour la multirésistance (97.24% pour au moins 2 antibiotiques et
95,86% pour au moins 3 antibiotiques). Toutes les souches de Slamonella étaient résistantes
aussi a au moins un antibiotique mais la vaste majorité était résistante aux tétracyclines. Les
autres especes d’entérobactéries présentaient aussi des pourcentages d’antibiorésistances
élevés. 1,96% des souches d’E.coli ont présenté le phénotype BLSE et deux isolats parmi
lesquelles ont associé deux phénotypes de résistances BLSE et colistine R.

L’instauration d’un plan de surveillance de I’antibiorésistance en pathologie aviaire est de

priorité.

Mots clés : Entérobactéries, E.coli, Salmonella, antibiorésistance, BLSE, aviculture.



Abstract

Enterobacteriaceae represent major families of Gram-negative bacteria responsible for serious
diseases in poultry farms, especially those caused by Escherichia and Salmonella genuses.
Surveillance of antibiotic susceptibility in the laboratory is an essential step; it guides the
choice of empirical treatment and reduces the selection pressure exerted by antibiotics. The
aim of this study was to assess resistance levels of enterobacteriaceae of avian origin in six
regions in western Algeria. Between April and October 2016, 254 strains of
Enterobacteriaceae were isolated at the regional veterinary laboratory of Mostaganem,
Escherichia coli is ranked first (57,08%) followed by Proteus spp. (17,32%), Enterobacter
spp (12,59%) and finaly Salmonella spp (1,18%). The evaluation of resistance isolates against
14 antibiotics was performed using the disk diffusion method in agar medium, according to
CLSI standards, ESBL produsing strains were detected by synergy test and confirmed by
double disc synergy test. Our results showed that 90.34% and 86.89% of E. coli were resistant
respectively to nalidixic acid and tetracycline, while for ampicillin it was around 82.75%. An
alarming rate of antibiotic resistance to a single antibiotic has been noticed (100%), as well as
multidrug resistance (97.24% for at least 2 antibiotics and 95.86% for at least 3 antibiotics).
All Slamonella strains were resistant to at least one antibiotic, but the majority of them were
resistant to tetracyclines. The other species of enterobacteriaceae also showed high levels of
antibiotic resistance. 1.96% of the E.coli strains showed the ESBL phenotype and two isolates
of them included the both phenotypes of ESBL and colistin R.

The establishment of a monitoring program to reduce this increasing antimicrobial resistance
in avian pathology is a priority.

Keywords: Enterobacteriaceae, E.coli, Salmonella, antimicrobial resistance, ESBL, poultry.
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Introduction

Durant les trois dernieres decennies, la filiere avicole algérienne a connu I’essor le plus
spectaculaire parmi les productions animales. L’offre en viandes blanches est passée de
95 000 & prés de 300 000 tonnes entre 1980 et 2010, soit une progression de +212 % en 30
ans (MADR, 2011).

Néanmoins, Les données fournies par les enquétes effectuées ces derniéres années au niveau
des élevages avicoles prives algeriens, ainsi que leur comparaison avec des données analogues
pour le Maroc et la France, indiquent clairement le retard enregistré par la filiere avicole
nationale en termes de performances techniques de production, et ¢a est due principalement a
la non-conformite des batiments d “élevage en matiére d"hygiéne (Kaci et al., 2013).

La volaille constitue I’un des principaux réservoirs des entérobactéries et se trouve par
conséquent souvent incriminée dans de nombreuses toxi-infections alimentaires collectives
(Cardinale et al., 2002). Et si, I’association entre salmonelles et viande de poulet s’est trés vite
installé faisant de la lutte contre le genre Salmonella I’une des préoccupations majeures du
monde Vvétérinaire et de I’industrie agroalimentaire, tant du fait de la maladie provoquée chez
I’animal, que par leur association tres étroite avec les toxi-infections alimentaires chez
I’homme (Bouvet, 2003), les Esherichia coli (E.coli), bactérie de la flore intestinale
commensale des animaux, tout en continuant a étre I’une des plus importantes causes de
pertes économiques dans le secteur avicole, n’ont guere été, un souci de santé public. Seuls
certains pathotypes d’E coli, susceptibles d’infecter I’homme, peuvent étre véhiculés par les

volailles (Guerin et Boissieu, 2006).

Le developpement de I’élevage intensif dans le secteur de I’aviculture s’est accompagné
d’une utilisation massive des antibiotiques aussi bien pour le traitement et la prévention des
infections que pour I’amélioration des performances zootechniques. En effet, I’utilisation
abusive et sans contrdle peut donner naissance a une sélection de souches bactériennes
résistantes, en effet il s’agit de I’antibioresistance (Chauvin, 2009).

Cependant, La résistance bactérienne aux antibiotiques (ATB) est en perpétuelle évolution.
Cette résistance bactérienne est la résultante d’interactions complexes entre la bactérie d’une
part et son environnement d’autre part. Elle est liée essentiellement & un usage excessif des

antibiotiques aussi bien en médecine humaine, qu’en médecine Vvétérinaire ou dans



I’alimentation animale. Les bactéries pour faire face a la pression de sélection exercéee par les
antibiotiques utilisent des parades leur permettant de s’adapter aux conditions hostiles de leur

environnement (Ben redjeb et al., 2000).

Depuis plus de 20 ans, la résistance des entérobactéries aux céphalosporines de 3°™
génération (C3G) ne cesse de se renforcer notamment par 1’acquisition de B-lactamases a
spectre étendu (BLSE). De nombreuses études relatent la progression continue a I’échelle

mondiale de ce type de résistance (Coque et al., 2008).

L’ antibioresistance est un réel probleme en médecine vétérinaire avec un impact majeur en
termes de santé publique. En effet, le transfert de bactéries multi résistantes, directement de

I’animal a I’homme, la diffusion de génes de résistance, constituent une menace réelle (Acar

et al., 2001).

Au niveau national le nombre de travaux effectués dans ce sujet reste trés modeste; de méme
les efforts fournis par le ministere de I’agriculture restent insuffisants pour faire face a ce
probleme qui affecte le secteur avicole d’une part et la santé humaine d’autre part. Ce travail a
eu pour principal objectif, I’étude de I’antibiorésistance des entérobactéries d’origine aviaire
(chair et ponte) au niveau de six régions dans |"ouest algérien ; Mostaganem, Mascara,

Relizane, Chlef, Tiaret et Tissemsilt. Notre étude s’est étalée en trois paliers :

1. Identifier les especes d’entérobactéries dominantes dans les filieres chair et ponte ;
2. Déterminer le profil de résistance des souches isolées ;

3. Détecter les souches d’entérobactéries productrices de B-lactamases a spectre éelargi.
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Chapitre | : Généralités sur les entérobactéries
1. Définition
Les entérobactéries sont définies par un ensemble de caracteres généraux communs. Ce sont
des bacilles a Gram négatif, dont les dimensions varient de 6 pum de long et 0,3 a 1 um de
large, Ces dimensions varient suivant I'age de la culture, I'espéce, la souche. Certaines espéces
peuvent étre tres polymorphes, notamment le genre Proteus.

Elles sont non sporulés, le plus souvent mobiles, mais immobiles dans le cas des bactéries
des genres Klebsiella, Shigella et Yersinia.
Elles sont aérobies-anaérobies facultatives et elles peuvent étre cultivées sur les milieux
ordinaires.
Elles fermentent le glucose avec ou sans production de gaz et réduisent les nitrates en nitrites
(sauf certaines souches d'Erwinia et Yersinia).
Elles n'ont pas d'oxydase et possédent une catalase (sauf Shigella dysenteriae sérotype 1).
Ces caractéres permettent de différencier les entérobactéries des autres bacilles a Gram
négatif pouvant étre cultives sur des milieux ordinaires (Avril et al., 2000 ; Joly et Reynaud,
2002).
2. Historique et taxonomie
Les entérobactéries constituent un grand groupe de bactéries ayant une forte similitude. La
création de ce groupe a été proposee par Rahn en 1937 qu'il dénomma enterobacteriaceae et
dans lequel il rassembla les genres bactériens déja décrits (tels que Escherichia, Salmonella,
Klebsiella, Shigella) dans le genre unique Enterobacter. Les entérobactéries sont des
Eubactéries, appartiennent a la division des Proteobacteria, la classe des
Gammaproteobacteria, a I’ordre des Enterobacteriales et a la famille des Enterobacteriaceae.
La subdivision des genres et especes est basées sur la comparaison des caractéristiques
physiologiques, biochimiques, antigéniques et génétiques des bactéries. Le séquengage des
génes codant pour I'ARNr 16S et surtout des génes codant I'ARN polymérase B permet en
effet une identification tres précise de toutes les espéces (Joly et Reynaud, 2002).

3. Habitat
Les enterobacteriaceae sont nommees ainsi parce que la plupart des espéces qui composent
cette famille sont des hétes normaux ou pathogénes du tube digestif de I'nomme et des
animaux. On les trouve aussi dans la cavité buccale, au niveau des voies aériennes supérieures

et sur les organes genitaux. Ils peuvent persister en dehors d'organismes vivants, on les
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rencontre dans le sol, I'eau et dans certaines denrées alimentaires (Fauchere et Avril, 2002).
Salmonella typhi qui est responsable de la fiévre typhoide n'est retrouvee que dans l'intestin de
I'nomme malade (Joly et Reynaud, 2002).

4. Classification

Une centaine d’espéces d’Entérobactériaceae sont individualisées, mais 23 d’entre elles
représentent 99% des souches isolées en clinique (Avril et al., 2000).

Les Entérobactéries qui intéressent la bactériologie médicale peuvent étre regroupées en
quatre tribus :

. Tribu des Escherichiae;

. Tribu des Klebsiellae;

. Tribu des Proteae;

. Tribu des Yersiniae (Carbonnelle et al., 1987).

Ces différentes tribus peuvent étre individualisées en genres, ou en sous genres, en especes, en
sérogroupes, en serotypes.

4.1. Tribu des Escherichiae

Ce groupe défini par des caractéres négatifs, comprend 4 genres principaux : Esherichia,
Shigella, Salmonella et Citrobacter. Les genres Edwarsiella, Kluyvera, Leclercia,
Leminorella, Moellerella et Yokenella qui possedent les caracteres biochimiques de définition
de cette tribu sont rarement retrouves.

Le genre Kluyvera qui posséde les caracteres biochimiques de définition de cette tribu y est
rattaché.

4.1.1. Genre Escherichia

Ce genre ne comporte qu’une seule espece E. coli intéressante en bactériologie médicale et
qui est I’espece la plus fréquemment isolée dans le laboratoire de bactériologie. Les autres
espéces sont : E. albertii, E.fergusonii, E.hermanii, et E. vulneris.

4.1.2. Genre Shigella

Ce genre comprend quatre especes correspondant a quatre sero-groupe A, B, C, D pouvant
comporter un ou plusieurs sérotypes : groupe A (S. dysenteriae) avec dix sérotypes ; groupe B
= S. flexnerie avec six sérotypes ; groupe C = S. boydii avec quinze sérotypes et groupe D = S.
sonnei avec un seul sérotype.

4.1.3. Genre Salmonella

Il s’agit d’un tres vaste groupe bactérien comportant plus de 2000 sous espéeces. Ce genre est
divisé en cing sous-genres, le sous genre 1 étant celui isolé le plus souvent chez I’homme. Les
autres étant retrouvés chez les animaux a sang froid.

4
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Depuis 2005, une nouvelle nomenclature est en vigueur sur le plan international (Tindall et
al., 2005). Elle fait suite aux études moléculaires (hybridations ADN-ADN) qui ont révélé la
présence de seulement deux especes dans le genre Salmonella (S. enterica, espece majoritaire
et S. bongori, espéce rare).

- S. enterica est elle-méme subdivisée en six sous-especes : enterica (I’ancien sous-genre | de
Kauffmann), salamae (I’ancien sous-genre 1l), arizonae (les souches monophasiques de
I’ancien sous-genre 111), diarizonae (les souches diphasiques de I’ancien sous-genre I1II),
houtenae (I’ancien sous-genre 1V) et indica.

- L’espece bongori et les différentes sous espéces d’enterica sont ensuite subdivisées sur la
base du serotypage en de trés nombreux sérotypes (Frangois, 2009).

Du point de vue medical, il convient de distinguer deux grands groupes chez salmonelles : les
salmonelles majeures, agents de la fiévre typhoide et des fiévres paratyphoides (S. typhi, S.
paratyphi A, S. paratyphi B, S. paratyphi C) et tous les autres sérotypes « mineurs »
responsables d’intoxications alimentaires, de gastro-entérites ou d’infections septicémiques de
type opportuniste.

4.1.4. Genre Citrobacter

Ce genre est composé de trois especes : C. freudii, C. amalonaticus et C. diversus.

4.1.5. Genre Edwarsiella

Ce genre ne compte qu’une seule espéce en bactériologie medicale : E. tarda.

4.1.6. Genre Kluyvera

Il s’agit d’un genre de création récente. Il existerait au moins trois espéces dont deux ont
actuellement une dénomination preécise : K. ascorbata, K. crycrescens.

4.2. Tribu des Klebsiellae

Cette tribu comporte trois genres Klebsiella, Entérobacter et Serratia.

4.2.1. Genre Klebsiella

Ce genre est compose de quatre espéces K. pneumoniae, K. oxytoca, K. rhinoscleromatis et K.
ozenae.

4.2.2. Genre Entérobacter

Il est composé de six especes : E. cloacae, E. aerogenes, E. hafniae, E. agglomerans, E.
gergoviae et E. sakazakii.

4.2.3. Genre Serratia

Il est composeé de cing espéces : S. marcescens, S. liquefaciens, S. rubidea, S. plymuthica et S.

odorifera.
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4.3. Tribu des Proteae

Elle comporte actuellement trois genres regroupant six especes.

. Proteus : P. mirabilis, P. vulgaris et P.alcalifaciens.

. Providencia : P. stuartii et P. rettgeri

. Morganella : M. morganii.

4.4. Tribu des Yersiniea

Elle comporte sept especes : Y. pestis, Y. ruckerii, Y. pseudotuberculosis,Y. enterocolitica, Y.
intermedia, Y. fredericksenii, Y. kristensenii.

5. Caracteres bactériologiques

5.1. Caracteres morphologiques

Toutes les entérobactéries ont une morphologie habituellement typique de type bacilles a
Gram négatif de 2-3 p de long sur 0,6 p de large, généralement polymorphes.

Les espéces mobiles sont les plus nombreuses grace a une ciliature péritriche. Certaines sont
immobiles (Klebsiella, Shigella, Yersinia pestis). La présence d’une capsule visible au
microscope est habituelle chez les Klebsiella. La plupart des especes pathogenes pour
I’homme possédent des fimbriae ou pili qui sont des facteurs d’adhésion (Drame, 2001).

La structure des entérobactéries est montrée dans la figurel.

Coloration
de Gram
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Figure 1 : Structure et aspect microscopique des Enterobacteriaceae (Denis et al., 2007)
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5.2. 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 bombees et rondes a bord net, leur surface est
lisse et brillante, il s'agit des formes S « smooth ». Aprés repiquage en bouillon des colonies
S, la culture se traduit par un trouble homogeéne sur toute la hauteur du tube.

Aprés plusieurs repiquages d'une souche en phase S, les colonies deviennent rugueuses,
seches, plates, leur contour est irrégulier, leur teinte mate, il s'agit des formes R «rough ».

En bouillon elles donnent une culture dont l'aspect est granuleux aprés agitation et elles
forment des agglutinats spontanés qui sédimentent, elles sont auto-agglutinables dans une
suspension en eau salée (2 % de NaCl) (Joly et Reynaud, 2002).

Les colonies des bactéries produisant une capsule, notamment de Klebsiella pneumoniae, sont
muqueuses et plus grandes que les colonies habituelles (leur diametre peut atteindre 10 mm),
elles ont une consistance gélatineuse. Dans le cas des espéces Proteus vulgaris et Proteus
mirabilis qui sont particulierement mobiles, il se produit fréqguemment un envahissement de la
surface des milieux solides qui s'étend par vagues successives et peut gagner en 24 heures la
totalité de la surface (Joly et Reynaud, 2002).

Il existe cependant des entérobactéries ayant une croissance faible dont les colonies restent
tres petites (colonies naines). Il s'agit d’une exigence en un ou plusieurs facteurs de
croissance. Pour d'autres bactéries la croissance est lente, les colonies de taille normale ne
sont obtenues qu'apreés plusieurs jours d'incubation, c'est le cas de certaines espéces des genres
Shigella et Yersinia. Pour ces derniéres par exemple une incubation d’au moins 48 heures a
37°C est nécessaire (Joly et Reynaud, 2002 ; Bidet et Bingen, 2007).

Les entérobactéries sont des chimio-organotrophes, beaucoup sont prototrophes : a partir
d'une source unique de carbone (sucre, ...) et d'énergie (électrons), elles sont capables de
synthétiser tous les éléments nécessaires a leur survie et a leur croissance (Avril et al., 2000).
5.3. Caracteres biochimiques

L’identification des différents genres et especes repose sur plusieurs caracteres biochimiques
(Joly et Reynaud, 2002):

5.3.1 Etude des voies métaboliques de la fermentation des sucres : Les entérobactéries
sont des micro-organismes anaérobies facultatifs, c'est-a-dire que leur métabolisme peut étre
transféré de la respiration vers la fermentation lorsque leur environnement est prive en
oxygene moléculaire (conditions anaérobies).

Les deux voies fermentaires essentielles sont :
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» Fermentation des acides mixtes, les sucres sont fermentés en acides mixtes. Chez
certaines espéces il y a formation de métabolites supplémentaires tels que le gaz
carbonique (CO2), I'hydrogene moléculaire (H2) et éthanol. Cette voie est notamment
empruntée par les genres Escherichia, Salmonella et Shigella. Les bactéries utilisant
ce métabolisme sont repérables grace a la réaction au rouge de méthyle (RM).

> Fermentation butanediolque, la fermentation des sucres se traduit par la production de
I’acétoine. Cette voie est notamment empruntée par les genres Klebsiella,
Enterobacter et Serratia. Les bactéries I'utilisant sont repérables grace a la réaction de
Voges-Proskauer (VP) qui permet la détection spécifique de l'acétoine.

5.3.2. Fermentation des sucres et des polyalcools : Ce métabolisme est étudié en eau
peptonée additionnée d'un indicateur de pH (bleu de bromothymol ou rouge de phénol). La
fermentation produit des acides qui entrainent le virage de I'indicateur par acidification.

5.3.3. Production d'un métabolite terminal et recherche d‘enzymes : Certaines réactions
enzymatiques aboutissent a la production de métabolites qui sont identifiables grace a une
réaction spécifique, par exemple :

» Production d"indole a partir du L-tryptophane grace a une tryptophanase.

» Production d'hydrogéne sulfuré (H2S) a partir du thiosulfate gréce a une thiosulfate
réductase.

> Production de gaz par une hydrogéne lyase. Apres action des bactéries sur un substrat,
I'enzyme impliquée est détectée par la mise en évidence du substrat modifié ou d'un

changement de la coloration initiale du milieu de culture, par exemple :
-Béta-galactosidase révélée par acidification du milieu.

-Décarboxylases de la lysine (LDC) et de I'ornithine (ODC), transformées respectivement
en cadavérine et putrescine, décarboxylase (ADC) et dihydrolase (ADH) de I'arginine,

révelées par alcalinisation du milieu.

-Désaminases de la phénylalanine (PDA) et du tryptophane par tryptophane désaminase
(TDA) qui les transforment respectivement en acide phénylpyruvique et en acide
indolpyruvique dont la présence dans le milieu est révélée par le perchlorure de fer qui

donne un précipité brun.

-Uréase qui produit a partir de l'urée du carbonate d'ammonium révélé par alcalinisation

du milieu.
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5.3.4. Culture en utilisant une source de carbone définie : C’est un test d’assimilation,
possible seulement avec des bactéries prototrophes. Cette étude permet de rechercher leur
capacité a cultiver dans un milieu minimal synthétique dans lequel la substance carbonée est
unique et définie. L'utilisation du citrate de sodium comme source de carbone est la recherche
la plus courante.

Le diagnostic des quatre tribus qui intéressent la bactériologie médicale se fait sur un nombre
limité de caracteres (Tableau 1).

Tableau 1 : Composition et caractéres différentiels des tribus des Enterobacteriaceae

(Denis et al., 2007).

Tribus Escherichiae Klebsiellae Proteae Yersiniae
Genres Escherichia Klebsiella Proteus Yersinia
Shigella Entérobacter Morganella
Salmonella (Hafnia*) Providencia
Citrobacter Serratia
(Levinea*)Edwarsiella
Nouveau genre | Kluyvera Cedecea Tatumella
rattaché
TDA - - + -
Uréase - d D +C
Voges -- - dd -(b)d -d
Proskauer a
37°C 22°C
Mobilité a d d +(b) +a 22 °c
37°C
Sensibilité¢ ala | +(a) d -(b) d
colistine
a = sauf Edwarsiella b = sauf ¢ = sauf
Tatumella Y.ruckeri

d = different suivant les genres ou especes *=synonymes

L’identification présomptive repose sur la coloration des colonies associée a I’examen direct

par coloration de Gram complétée par des tests biochimiques.
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5.4. Caractéres antigéniques

L'étude des différents caracteres antigéniques permet de classer en serotypes les souches
appartenant a une méme espece ou au méme genre. La détermination des sérotypes a un grand
intérét épidémiologique pour certaines entérobactéries pathogénes comme Salmonella,
Shigella et E. coli (Avril et al., 2000).

Il existe plusieurs types d’antigenes

e Antigene commun : Cet antigéne, appelé « antigéne de Kunin » est présent chez toutes les
entérobactéries sauf certaines Erwinia. Il est généralement sous forme hapténique, non
immunogene, mais il a cependant la capacité de sensibiliser les hématies. Sa forme
immunogéne existe chez de rares souches dont E. coli O : 14 (Joly et Reynaud, 2002).

e Antigéne O ou somatique : Cet antigene est localisé 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 I'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 (Fauchere et
Avril, 2002).

e Antigéne H ou flagellaire : Il n'existe que chez les bactéries mobiles. L'antigéne H est
constitué de la protéine flagelline, il est thermostable et inactivé par I'alcool. En présence
d’anticorps, l'agglutination est floconneuse, lache et facilement dissociée par agitation
(Fauchere et Avril, 2002; Bidet et Bingen, 2007).

e Antigéne K ou capsulaire : Cet antigene est généralement constitué d'une couche externe
polysaccharidique ou protéique. Parmi les antigénes K, se trouvent les antigéenes L, A, B
d’E.coli et I'antigéne Vi de certaines Salmonella ou Citrobacter. Ces antigénes peuvent rendre
la souche inagglutinable pour les antisérums O. Ils sont détruits par une ébullition de deux
heures. Les antigénes d'adhérences, de nature protéique, en relation avec la présence de pili
sont classés parmi les antigenes K (Bidet et Bingen, 2007).
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Chapitre Il : Infections dues aux entérobactéries pathogénes

1. Infections a E. coli

Les Escherichia coli (E. coli) sont des hétes commensaux du tractus digestif de la volaille et
la plupart des souches ne sont pas pathogénes. Cependant, un certain nombre de celles-ci
appelées « Avian Pathogenic E. coli » ou APEC et appartenant a des sérotypes bien
particuliers, sont associées au syndrome de la colibacillose, dont les lésions et les
manifestations peuvent étre variables suivant I’4ge de I’animal (infection de la vésicule
vitelline, colisepticémie, maladie respiratoire chronique ou CRD, salpingite, péritonite,
affection chronique de la peau, « swollen-head disease », ostéomyélite) (Stordeur et Mainil,
2002).

1.1. Epidémiologie des infections a E. coli

1.1.1. Etiologie

L’agent étiologique de la colibacillose est la bactérie Escherichia coli (E.coli).

1.1.2. Mode de contamination

En pathologie infectieuse aviaire deux types de transmission coexistent : la transmission
horizontale entre animaux contemporains sur un méme site ou sur des sites différents et la
transmission verticale des reproductrices a leurs descendances par I’ovule. Il était
habituellement considéré que les colibacilles pouvaient se transmettre de la poule au poussin
par une voie pseudo-verticale, par la contamination de la coquille de I’ceuf, I’embryon se
contaminant lors de I’éclosion.

1.1.3. Distribution environnementale

Le plus important réservoir des E. coli aviaires est le tractus digestif de I’animal dont 10 a
15% de la population colibacillaire appartiennent a des sérotypes potentiellement pathogenes.
Chez le poulet, les concentrations sont de I’ordre de 108 colibacilles par gramme de matiére
fecale.

Les plus grandes concentrations étant retrouvées chez les animaux de moins de 3 semaines,
essentiellement au niveau du tractus digestif postérieur (Gross, 1994 ; Dho-moulin et
Fairbrother, 1999).

Les Escherichia coli sont tres facilement véhiculés par la poussiere qui constitue une source
importante de contamination en élevage (Oyetunde, 1978).

Ainsi, il a été démontré que la poussiere présente dans les élevages pouvaient contenir jusqu’a
10° colibacilles par gramme et que les sérotypes s’y retrouvant s’avéraient étre identiques a

ceux retrouves dans les lésions septicemiques (Gross, 1994).

11
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On peut aussi retrouver ces bactéries dans I’alimentation et I’eau de boisson. La transmission

des souches pathogenes via I’ceuf est aussi tres fréquente et responsable d’un taux important

de mortalité chez le jeune poussin. La source majeure d’infection de I’ceuf semble étre la
contamination fécale de sa surface lors de la ponte avec, ensuite, une transmission rapide de la

souche pathogéne a I’ensemble du lot aprés I’éclosion (Gross, 1994; Jordan et Pattisson, 1996

; Dho-moulin et Fairbrother, 1999).

1.2. Pathogénie des infections dues aux souches APEC

La voie d’entrée principale de I’agent pathogéene est le tractus respiratoire, via I’inhalation de

particules de poussiere contaminées par des E. coli excrétées du tractus digestif d’animaux

sains. Les intestins sont, en effet, le réservoir le plus important des E. coli pathogenes aviaires
ou APEC.

Aprés une premiere multiplication au niveau du tractus respiratoire supérieur, les bactéries

colonisent les voies respiratoires profondes a savoir les sacs aériens et les poumons.

Dans une troisieme étape, la bactérie atteint le sang et colonise les organes internes comme le

ceeur, le foie et la rate (Jordan et Pattison, 1996).

1.2.1. Facteurs de virulence

1.2.1.1. Adhésines

Les études actuelles ont été menées sur les fimbriae de type 1 ou F1 et les fimbriae de type P.

e Les fimbriae de type 1 ou F1: Plusieurs variants des fimbriae de type 1 existent chez les
APEC et semblent associées aux sérotypes des souches (Dozois et al., 1995). In vivo, les
fimbriae de type 1 sont exprimés surtout dans la trachée, les poumons et les sacs
aeriens. Son expression ne fut jamais observée dans d’autres organes ni dans le sang
(Dozois et al., 1994).

e Les Fimbriae de type P : La présence des fimbriae de type P est significativement plus
fréquente chez les souches isolées de poulets septicémiques que chez des souches isolées
de poulets sains (Dozois et al., 1992). Le role de cette adhésine n’est cependant pas encore
tout a fait élucidé. Elle ne semble pas jouer de réle majeur dans I’adhésion aux cellules du
pharynx et de la trachée, suggérant que le récepteur de cette adhésine n’y est pas présent.
En d’autres termes, cette adhésine pourrait jouer un réle plus tardif dans le processus de
I’infection (Dozois et al., 1995; Pourbaksh et al., 1997).

12
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1.2.1.2. Aérobactine

La faible quantité de fer disponible dans les liquides physiologiques ne permet pas aux
bactéries de pouvoir s’y multiplier. C’est pourquoi, elles ont acquis un systeme tres efficace
de captation du fer leur permettant de survivre en présence de faibles concentrations en fer.
Plusieurs études ont montré que la plupart des souches APEC (73-98 %) posséde le systeme
d’acquisition du fer appelé aérobactine, alors que les souches non pathogénes le produisent
moins frequemment (Dho et al., 1984; Lafont et al., 1987; Emery et al., 1992).

1.2.1.3. Résistance au serum

La résistance a I’effet bactéricide APEC du complément dans le sérum, médiée par
différentes structures bactériennes comme la capsule, le lipopolysaccharide, des protéines de
membrane externe, est associée aux souches APEC, surtout celles isolées de lésions de
septicémie. Ainsi, il a été démontré qu’une corrélation existe entre la résistance au sérum et la
virulence des souches inoculées par voie intraveineuse chez des dindes de trois semaines
(Ellis et al., 1988).

D’autre part, il a été demontre qu’une forte corrélation existe entre la résistance au serum et le
taux de létalité chez des poussins d’un jour (lke et al., 1992).

1.2.1.4. Toxines

Quelques études ont démontré que les souches sont capables de produire des toxines pouvant
étre impliquées dans le processus pathogénique. ECVF ou I’ “Escherichia coli vacuolating
factor”, toxine ressemblant a la toxine VacA d’Helicobacter pylori, décrit chez une trentaine
de souches aviaires pathogenes (Salvadori et al., 2001).

1.2.1.5. Hémagglutination

Récemment, il a été montré que le gene tsh isolé d’une souche APEC de poulet et localiseé sur
un plasmide codant pour une hémagglutinine sensible a la température, est associé
préférentiellement a ces souches et ne se retrouve pas chez des souches d’E. coli isolées de
feces d’animaux sains (Provence et Curtiss 111, 1994).

La prévalence du géne TSH a éte d’ailleurs investiguée sur une collection de 300 souches
APEC testées sur le modele du poussin d’un jour. Les résultats indiquent que parmi les
souches possédant le gene TSH, 90,6 % font partie des souches les plus virulentes (Dozois et
al., 2000).

1.2.1.6. Capsule K1

Les polysaccharides capsulaires seraient essentiels a la virulence extra-intestinale des APEC

(Gross, 1994). lls interviendraient ainsi dans la résistance au systéme immunitaire, en
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augmentant leur résistance aux effets bactéricides du sérum et & la phagocytose via
I’interaction avec le systeme du compléement (Mellata et al., 2003).

1.2.1.7. Lipopolysaccharides (LPS)

Le LPS est formé d’un oligosaccharide et d’une chaine polysaccharidique : I’antigéne O.

Ce dernier n’entraine pas directement de lésion mais augmente la production de cytokines et
de médiateurs de I’inflammation responsables de lésions tissulaires et vasculaires. De plus,
I’antigene O contribuerait a la virulence en inhibant notamment la phagocytose et la voie
alterne du complément (Joiner, 1988).

1.2.1.8. Colicine

La colicine n’est pas a proprement parler un facteur de virulence mais plutét un marqueur :
c’est un antibiotique produit par les colibacilles qui tue les bactéries voisines, créant une niche
écologique favorable a leur développement (Robineau et al., 2010).

1.3. Classification des APEC

Les premieres études menées sur les colibacilles aviaires par Sojka et Carnaghan (1961)
montrent que les sérogroupes les plus fréquents sont O1, 02, O35 etO78.

Les derniéeres études réalisées montrent que les plus présents et les plus pathogénes sont les
sérotypes O1, O2 et O78, représentant de 15 a 61 % des souches isolées bien que d’autres
soient aussi présents. Les autres sérotypes representés de maniere significative sont : 08, 015,
018, 035, 088, 0109, 0115 et 0116 (Bree et al., 1989 ; Dho-moulin et al., 1990 ; Babai et
al., 1997 ; Blanco et al., 1997 ; Dho-moulin et Fairbrother, 1999).

1.4. Tableau clinique et Iésion des infections aviaires a E. coli

1.4.1. Expressions cliniques

1.4.1.1. Septicemie et complexe respiratoire chronique

Cette pathologie constitue I’expression principale de la colibacillose et affecte
particulierement I’élevage de poulets de chair, avec un taux de mortalité pouvant atteindre
dans certains cas 30 a 50 %. Cependant, les pertes sont plus souvent d’ordre économique,
avec un taux de morbidité pouvant dépasser 50 %, une réduction significative de la croissance
des animaux et une augmentation du coefficient alimentaire et des saisies a I|’abattoir
(Yogaratnam, 1995 ; Elfadil et al., 1996).

La contamination se fait par voie respiratoire et est secondaire & une infection & mycoplasmes
(Mycoplasma gallisepticum), a une virose a tropisme respiratoire (bronchite infectieuse) ou

immunosuppressive (maladie de Gumboro), a un accident de vaccination ou a une
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concentration trop élevée en agents irritants dans I’air (poussiére ou ammoniac) (Oyetunde et
al., 1978; Nakamura et al., 1992).

Le premier signe clinique rencontré est une chute importante de la consommation alimentaire.
Ensuite, de I’abattement accompagné d’hyperthermie (42 a 44°C) se manifestent. Les
animaux les plus atteints présentent alors des signes de détresse respiratoire (bec ouvert,
respiration accélérée et irréguliere).

1.4.1.2. Swollen head disease

La “Swollen head disease” est souvent associee a la colibacillose. Cette maladie est
caractérisée par une inflammation aigué a subaigué des cellules de la peau et du tissu sous
cutané de la téte et des régions périorbitaires. La colonisation des tissus par les colibacilles est
secondaire a une infection par des agents prédisposants comme les virus (pneumovirus,
paramyxovirus, coronavirus) ou des teneurs élevées en ammoniac (White et al., 1990). La
morbidité est souvent faible (1 %), mais les animaux présentant les symptdmes en meurent
dans la majorité des cas (Parreira et al., 1998). La maladie apparait le plus souvent aux

alentours de la 30°™ semaine et les conséquences les plus importantes sont des retards de

croissance qui résultent de I’infection et entrainent des pertes économiques conséquentes.
1.4.1.3. Ovarites et salpingites

Ces troubles du tractus génital, peuvent étre soit la conséquence d’une infection par voie
ascendante consécutive & une insémination artificielle, soit associés a des lésions de péritonite
et/ou d’impaction de I’oviducte.

Cette maladie, plus souvent chronique, apparait lorsque le sac aérien abdominal gauche est
atteint par les E. coli. Les bactéries se propagent alors, par contiguité de tissu, pour atteindre
I’oviducte et y persister quelques temps (Gross, 1994).

Cet aspect de la colibacillose, rencontré de plus en plus fréquemment, n’est pas a negliger.
Toutefois, il semblerait que la transmission de la bactérie au poussin, via les ovaires ou les
oviductes infectés, ne constitue pas une voie majeure de I’infection de la vésicule vitelline a la
naissance (Jordan et Pattison, 1996).

1.4.1.4. Dermatite nécrotique

Cette expression de la maladie consistant en I’apparition de plaques de fibrine sous la peau
située dans la partie inférieure de I’abdomen, n’entraine ni mortalité ni signes cliniques mais
est responsable de pertes économiques substantielles, notamment a I’abattoir. Dans ce type de
Iésions, E. coli est toujours la bactérie qui prédomine (Gross, 1994).
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1.4.1.5. Granulomes a Escherichia coli ** Hjarres’s disease "

L’expression de cette maladie est retrouvee a I’age adulte et associée a des mortalités
sporadiques. Elle est peu fréquente, mais peut cependant entrainer un taux de mortalité
avoisinant 75 % dans certains lots.

1.4.1.6. Omphalites

Observées sur des poussins des I’éclosion. Ces derniers présentent une faiblesse générale avec
un tassement prés des éleveuses. Le nombril, normalement résorbé en 72h, persiste et est
fortement enflammé. La mortalité est élevée, les survivants accusent un fort retard de
croissance (Stordeur et Mainil, 2002).

1.4.1.7. Arthrites et les synovites

Observées en géneral chez les sujets qui ont survécu a une colisepticémie ou suite a une
arthrite virale (réovirus) ou bactérienne (mycoplasma synoviae) ou encore a un traumatisme.
L’animal trouve des difficultés pour se déplacer. Elles se manifestent par une chaleur et des
douleurs a la palpation (Gorden, 1979).

1.4.2. Lésions

1.4.2.1. Septicémie et complexe respiratoire chronique

Au niveau lésionnel, les organes les plus touchés sont les sacs aériens (aérosacculite), le foie
(périhepatite), le cceur (péricardite) et par contiguité de tissu, la cavité abdominale
(péritonite). Au niveau du cceur, le péricarde prend un aspect opaque et cedémateux et se
remplit d’un exsudat fibrineux.

Les sacs aériens quant a eux perdent leur transparence, s’épaississent et présentent un aspect
congestif.

Quant aux autres organes, tels que le foie et la rate, les lésions sont surtout localisees en
périphérie de ceux-ci et sont caractérisées par de la congestion, un épaississement du tissu et
un dépdt de fibrine. Ce dépot est parfois tellement important que la surface de I’organe prend
I’aspect d’une crépe (Jordan et Pattison, 1996).

1.4.2.2. Omphalites

Les lésions correspondent a I’altération du sac vitellin dont le contenu est de consistance
allant de aqueuse a grumeleuse et de coloration jaune brune au vert (Villate, 1997).

1.4.2.3. Arthrites et les synovites

Les surfaces articulaires sont normales avec du pus allant de crémeux a caséeux (Gorden,
1979).
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1.4.2.4. Swollen head disease

Les lésions microscopiques consistent en I’apparition d’un cedéme de la téte et de la region
périorbitaire, d’un exsudat caséeux dans le tissu conjonctif de ces mémes régions ainsi qu’au
niveau des glandes lacrymales (Pattison et al., 1989).

1.4.2.5. Ovarites et salpingites

D’un point de vue histologique, les Iésions consistent en une diminution de I’épaisseur des
parois de I’oviducte, la présence d’hétérophiles, de fibrine et de débris nécrotiques caseifiés
(Gross, 1994).

1.4.2.6. Granulomes a Escherichia coli ** Hjarres’s disease "

Les lésions sont caractérisées par I’apparition de granulomes dans le foie, le caecum, le
duodénum et le mésentére ressemblant a des lésions de leucose. Les animaux présentent peu
de symptomes avant leur mort si ce n’est une perte de condition et de I’abattement. La mort
survient suite & la rupture de ces granulomes. (Stordeur et Mainil, 2002).

1.5. Diagnostic

Le diagnostic de la colibacillose aviaire repose d’abord sur le tableau clinique et la présence
de lésions évocatrices mais non spécifiques telles que de I’aérosacculite, parfois accompagnée
de périhépatite et de péricardite. 1l faut cependant garder a I’esprit que ces lésions peuvent
aussi étre engendrées par d’autres agents pathogenes. Le diagnostic est confirmé par un
isolement au laboratoire (Stordeur et Mainil, 2002).

En présence de lésions évoquant la colibacillose, seuls un isolement et une identification de
I’agent responsable sur base de réactions biochimiques permettront de confirmer la maladie.
Les préléevements seront réalisés a partir du sang du cceur et des tissus affectés (foie, rate, sac
péricardique) en évitant toute contamination par le contenu intestinal. Les prélevements seront
ensemencés en milieux appropriés (bleu d’éosine méthylene ou EMB, MacConkey agar ou
Drigalski agar).

Les indicateurs biochimiques sont la production d’indole, la fermentation du glucose en
milieu aérobie, la présence de 3-galactosidase, I’absence de production de sulfite d’hydrogeéne
et d’uréase, ainsi que la non utilisation du citrate comme source de carbone (Dho-moulin et
Fairbrother, 1999).

L’appartenance a des sérotypes reconnus comme pathogénes (01, O2 et O78) et la présence
d’un certain nombre de facteurs de virulence bien définis (fimbriae P, I’aérobactine et la
protéine Tsh) permettront de confirmer le diagnostic. La sérotypie et la recherche du systeme

de I’aérobactine peuvent étre réalisées par des méthodes immunologiques. Les autres facteurs
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de virulence étant recherchés par des méthodes de biologie moléculaire telles que la PCR ou
I’hybridation sur colonies.
1.5.1. Le diagnostic différentiel :
Les différentes formes et lésions associées précédemment décrites ne sont pas spécifiques aux
colibacilloses. En effet, d’autres agents pathogenes peuvent induire des signes cliniques et
Iésions similaires notamment :

» Les aérosacculites dues a d autres bactéries, mycoplasmes, ou chlamydies ;

» Les péricardites dues aux chlamydies et pasteurelles ;

» Les périhépatites dues aux Pasteurelles et, Streptocoques ;

> Les septicemies dues aux Pasteurelles, Salmonelles, Streptocoques et autres.
1.6. Traitement

A I’heure actuelle, celui-ci repose encore essentiellement sur [I’antibiothérapie. Les
antibiotiques les plus utilisés sont les sulfamidés, les béta-lactamines, et les quinolones.
Toutefois, il faut rester prudent quant a I’utilisation des antibiotiques car de récentes etudes
menées sur une collection de 1600 souches APEC (Chaslus-dancla, communication
personnelle, Projet Européen Fair 6-CT98-4093) ont montré que le nombre de souches
résistantes a ces divers antibiotiques allait en s’accroissant; il est donc plus que jamais
nécessaire de réaliser un antibiogramme avant ou en paralléle au traitement empirique. Des
traitements alternatifs aux antibiotiques existent aussi, comme I’acide ascorbique qui
contribue a intensifier I’activité des phagocytes.

1.7. Prophylaxie

1.7.1. Prophylaxie sanitaire

Il s’agit de controler les contaminations environnementales en réduisant au maximum les
facteurs prédisposants aux infections respiratoires par :

- Le contréle du taux d’humidité, de la ventilation, de la teneur en poussiére et en ammoniac
dans I’air des batiments.

- La destruction des rongeurs, des insectes, et des parasites.

- La surveillance de la qualité de I’eau de boisson.

- Le nettoyage, la désinfection, et le vide sanitaire entre chaque lot.

- La fumigation des ceufs 2 heures apres la ponte. (Gross, 1994).

- La garantie d’animaux indemnes de mycoplasmes.

1.7.2. Prophylaxie médicale

A I’heure actuelle, aucun vaccin efficace n’est disponible sur le marché vétérinaire.
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Cependant, méme si un certain nombre d’essais vaccinaux ont été effectués a I’aide de
souches atténuées en modeles expérimentaux et couronnés de succes avec des souches
homologues, ils n’en restent pas moins inefficaces envers des infections avec des souches
hétérologues de terrain (Dho-moulin et Fairbrother, 1999). Ceci n’est pas surprenant, étant
donné I’énorme diversité que représentent les souches APEC en matiére de facteurs de
virulence et le peu de données concrétes a leur sujet.

2. Infections a Salmonella

2.1. Salmonelloses aviaires

Les salmonelloses sont des maladies infectieuses, contagieuses, transmissibles a I'hnomme et a
diverses especes animales, dues a la presence d'un germe du genre Salmonella de la famille
des Enterobacteriaceae (Lecoanet, 1992).

La salmonellose a été identifiée dans de nombreux pays, mais semble étre plus fréquente dans
les zones d'élevage intensives, particulierement dans les élevages de volaille.

Chez la volaille comme chez I'hnomme, il existe des différences fondamentales dans les
relations hotes — bactéries, la salmonellose peut aller d'une maladie fatale a un portage sain
(Bell et al., 2002).

2.2. Epidémiologie des infections a Salmonella

2.2.1. Etiologie

L’agent étiologique de la salmonellose est la bacterie Salmonella enterica.

2.2.2. Mode de contamination de la volaille

La contamination de la volaille peut se faire par deux voies : la voie verticale et la voie
horizontale.

2.2.2.1. Transmission verticale

Elle résulte d'une infection de I'ovaire ou de l'oviducte de la pondeuse par un sérotype adapté
de salmonelles. C'est essentiellement S.Enteritidis et plus rarement S.Typhimurium,
Heidelberg, Hadar, qui ne se traduit pas nécessairement par des signes cliniques, mais par un
décrochement de la courbe de ponte suivi d'un rattrapage rapide. Les salmonelles colonisent
les milieux intérieurs de I'ceuf. Les poussins issus de ces ceufs infectés sont viables et éclosent
infectés par la souche de salmonelles d'origine maternelle (Carlier et al., 2001; Van immerseel
et al., 2005; Lieljebjelke et al., 2005).

2.2.2.2. Transmission horizontale

Elle peut débuter deés le couvoir, ou les ceufs sont contaminés au niveau des coquilles a la

ponte, sans pénetrer dans I'ceuf, mais persiste sur la cuticule. Le poussin est infecté deés
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I'éclosion par contact avec la coquille infectée. De plus, dans les claies des couvoirs, une inter
contamination par création et diffusion d'un aérosol contaminé est prouvée (Gradel et al.,
2003; Skov et al., 2004).

Les pratiques de gestion dans toute la filiere volaille ont un effet profond sur la transmission
et la persistance des salmonelles dans les systémes de production de la volaille (Lieljebjelke et
al., 2005).

C'est aussi le cas des modes de transmission par la litiere, I'eau, I'alimentation, les nuisibles, le
personnel, etc...(Carlier et al., 2001).

2.2.3. Distribution environnementale

Le reservoir des bactéries du genre Salmonella est principalement le tube digestif des
vertébrés. De tres nombreuses espéces animales hébergent ces agents pathogenes (volailles,
bovins, porcs, poissons, reptiles, etc.).

La source principale est bien sir I'animal malade ou porteur qui excréte les bactéries, que ce
soit en couvoir, en élevage ou en abattoir, qui propage le germe par les excrétions ou par les
ceufs infectes.

La contamination de I'environnement par les salmonelles est une évidence; Ces germes
peuvent étre retrouvés a peu pres partout: déjections animales, sols, les points d'eau, effluents,
animaux sauvages, et domestiques, flore sauvage etc. Il suffit de les chercher pour les mettre
en évidence (Weill, 2009).

2.3. Pathogénie et virulence

2.3.1. Pathogénie

La pathogenése de Salmonella débute par I’ingestion orale de la bactérie. L’environnement
des oiseaux est la source habituelle de cette transmission. L aliment ainsi que I’eau contaminé
sont les plus importantes sources d’infections a Salmonella chez la volaille (Cox et al., 1991 ;
Heyndrickx et al., 2002).

Une fois attachée, Salmonella stimule son absorption par les différents types de cellules
épithéliales intestinales en utilisant un systeme de secrétion du type Il codé par I’ilot de
pathogénicité numéro 1 (Salmonella Pathogenicity Island, SPI-1) de I’agent pathogéne
Salmonella (Darwin et Miller, 1999; Zhou et Galman, 2001). Il s’agit de la phase d’invasion
de la pathogenese. Chez la volaille, cela se produit principalement dans le caecum (Desmidt et
al., 1997 ; 1998). Les bactéries s’attachent a la paroi caecale par des interactions de type

récepteur-ligand.

20



Infections dues aux entérobactéries pathogenes Synthese bibliographique

Dans un deuxiéme temps, I’invasion des cellules épithéliales de I’intestin s’établit par la
production des cytokines pro-inflammatoires (Kaiser, 1994 ; Klasing, 1998). Ces protéines
codees par le SPI-1 attirent les granulocytes hetérophiles et les macrophages du systéeme
immunitaire de I’hote. Les bactéries de Salmonella sont ingérées et phagocytées, et passent
ainsi a travers la muqueuse caecale, et sont capables de survivre et de se répliquer dans les
macrophages. Cette étape nécessite également un systeme de sécrétion de type Il codé par
SPI-2, permettant la propagation des macrophages infectés, et les bactéries sont en mesure
d’atteindre d’autres organes internes tels que le foie, la rate, et le tractus génital (Barrow et
Lovell, 1991 ; Barrow, 1999). Il s’agit de la phase systémique de I’infection. Une fois que
I’infection systémique s’est établie, la mort rapide de la cellule héte constituerait un
désavantage pour la bactérie. A ce stade, la bactérie demeure dans une niche intracellulaire et
retarde la mort cellulaire afin d’avoir plus de temps pour se multiplier dans la cellule hote et
atteindre d’autres organes et tissus de 1’hote (Jesenberger et al., 2000).

2.3.2. Facteurs de virulence

Ces facteurs de virulence regroupent les adhésines, I’invasion et la colonisation de
I’organisme, la survie et la capacité de multiplication intracellulaire(les macrophages), le
systeme de captation du fer, la survie dans le sérum et les toxines.

2.4. Tableau clinique et lésionnel

Dans la plupart des cas, les volailles sont des porteurs sains ou la maladie évolue sous forme
chronique et les salmonelles excrétées de fagon intermittente (Rostagno et al., 2006).

Les infections aviaires causées par le sérovar Pullorum, responsable de la pullorose, et
Gallinarum, responsable de la typhose, sont des maladies graves avec une forte morbidité et
de mortalité dans les troupeaux (Shivaprasad, 2003).

La pullorose est une salmonellose aigué touchant les jeunes poussins, due a S. Pullorum.
L’infection a lieu soit in-ovo, soit aprés I’éclosion. La maladie se traduit par une atteinte plus
ou moins importante de I’état général associée a une diarrhée blanche, crayeuse et collante.
Des formes subaigués ou chroniques peuvent également subvenir, avec des atteintes
localisées.

Chez les trés jeunes poussins, il y a développement d'une septicémie rapide qui peut causer
une trés forte mortalité avec peu ou pas de Iésions. Quand le cours de la maladie est plus long
ou infection a certains sérotypes, on a parfois lI'apparition de sévéres entérites accompagnées

de foyers nécrotiques de la muqueuse de I’intestin gréle. Les caecums, la rate et le foie sont
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congestionnés (foie bronzé aprés oxydation a l'air) et tuméfiés avec des suffusions
hémorragiques ou des foyers nécrotiques. Les reins sont parfois tuméfies et congestionnés.
On peut également observer des pericardites, des omphalites, des lésions génitales

dégénératives et des inflammations pulmonaires, des ovaires et des oviductes (Gast, 2003).

La typhose est une salmonellose aigué touchant uniquement les adultes, qui est due a
S.Gallinarum. Elle est caractérisée par une augmentation rapide de la mortalité et I’apparition
des symptomes grave. Celle-ci se traduit par une importante atteinte de I’état général, une
cyanose des appendices, une diarrhée verdatre et hémorragique, une atteinte respiratoire et
parfois des symptomes nerveux. Des formes chroniques peuvent également subvenir, et sont
géneralement la conséquence d’une pullorose.

Les lésions sont caractérisées dans les formes foudroyantes par des suffisions de sang dans
tous les organes tandis que dans les formes habituelles, nous ne remarquons I’hypertrophie et
la congestion que sur le foie et la rate qui sont aussi siege de necrose. En plus, le foie est
parsemé de larges bondes rougeatres et jaunatres quelquefois avec une couleur vert bronzé
caractéristique (Villate, 1997).

2.5. Diagnostic

Le diagnostic repose essentiellement sur I’isolement et I’identification de I’agent étiologique.
Il peut faire appel a différentes méthodes (Euzeby, 1997).

2.5.1. Méthodes bactériologiques

Utilisables dans tous les cas et sur tous les types de prélévements, mais restent mieux adaptées
a la mise en évidence des infections aigués, systémiques qu’a la recherche des infections
chroniques de I’adulte, ou le germe, localisé a I’état latent au niveau des gonades, du foie ou
de la rate mais rare dans I’intestin, n’est excrété que de fagon intermittente, rendant aléatoires
les tentatives d’isolement & partir d’écouvillonnage cloacaux ou de litiére (Lecaonet, 1992).
L’identification se fera a partir du sang du cceur, du foie, de la rate, du rein, du vitellus et du
cerveau (Villate, 1997).

Les prélevements sont ensemencés en milieux appropriés d’enrichissement (Muller Kaufman,
sélénite et cystine, tétrathionate additionné de novobiocine, Rappaport) et d’isolement (gélose
Hecktoen, gélose lactosé de Mac Conkey, gélose SS, gélose au vert brillant ou au
désoxycholate, gélose lactosé au BCP) (Villate, 1997).
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L’identification biochimique ou Biotype : Repose sur la mise en évidence des caractéres
biochimiques différentiels permettant de classer les souches selon leurs activité métabolique
par I’utilisation de sucre et /ou leur activité enzymatique (Lecoanet, 1992 ; Humbert, 1998).
L’identification sérologique ou sérotypage : C’est le résultat de multiples combinaisons des
antigenes somatiques O, capsulaires Vi et flagellaires H (Brisabois, 2001).

La classification repose d’abord sur I’appartenance a des groupes antigéniques (groupe O2,
04, 09) puis au sein de chacun d’entre eux ; selon les antigenes flagellaires de la phase 1 et
de la sous espéce Enterica (Avril et Eaucher, 2002).

La lysotypie : Basée sur I’étude de la sensibilité ou de la résistance d’une souche a une série
de macrophages sélectionnés (Clinquart et al., 2004).

L’antibiotype : Etudie la réponse bactérienne aux antibiotiques (Regnault, 2002).

La bactériocinotypie : Repose sur la recherche de la population de bactériocines ou de la
sensibilité a ceux-ci. Son application reste réservee car trés peu de souches produisent la
colicine (Millemann, 1998).

2.5.2. Méthodes serologiques

Permettant la mise en évidence des anticorps agglutinants par agglutination rapide sur lame
(ARL) ou la microagglutination lente en tube (MAL) nécessitant une mise au point d’antigene
standardisés mais fournissent un pourcentage variable de résultats faussement positifs ou
faussement négatifs (Bouthy et al., 1988).

2.5.3. Méthodes histologiques

Permettant de compléter et d’améliorer un examen bactériologique infructueux par
I’administration de traitement ou additif (antibiotiques), en mettant en évidence, notamment
au niveau du foie, des lésions caractéristiques de I’infection salmonellique (Lecoanet, 1992).
2.5.4. Méthodes de caractérisation des souches de salmonella : Ce sont des méthodes qui
basent sur I’étude du matériel génomique de la cellule bactérienne par I’utilisation de
marqueurs génotypiques (Beraud, 2001). Elles permettent I’analyse de I’ADN total
chromosomique ou plasmidique.

2.6. Traitement

L'efficacité de la médication par les antibiotiques pour traiter et prévenir les infections a
salmonelles ubiquitaires est le sujet d'importants débats; en effet I'utilisation des antibiotiques
a montre I'efficacité pour contréler I'évolution des salmonelles mais l'utilisation anarchique est

souvent a l'origine de graves problémes de résistance bactérienne et ainsi d'une plus grande
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dissémination pendant des temps plus allongés de la part des volailles ; mais cette approche
thérapeutique n'est qu'un complément de la prophylaxie sanitaire.

Les antibiotiques les plus utilisés sont les sulfamides, I’enrofloxacine, la streptomycine, la
gentamicine, les tétracyclines et la fluméquine etc... (Lecoanet, 1992; Humbert et al., 1997)

Il est toujours recommandé d'utiliser les antibiotiques avec parcimonie, au bon moment, a la
bonne dose et pendant une durée appropriée.

2.7. Prophylaxie

2.7.1. Prophylaxie medicale

La prophylaxie médicale est basée sur :

-Les additifs Alimentaires anti-Salmonella (I’acidification de I'eau de boisson, les
prébiotiques exemple: Les fructo-oligosaccharides (Van immerseel et al., 2005), et les
probiotiques) ;

-L'antibio- prévention ;

-La vaccination.

2.7.2. Prophylaxie sanitaire

Les barrieres sanitaires représentées par les mesures générales d'hygiéne sont les premiers
éléments a mettre en place avant I'emploi des procédés spécifiguement adaptés a la lutte
contre le danger Salmonella ou tout traitement (Carlier et Lagrange, 2001). Les mesures a
prendre sont :

- Cléture et isolement strict des élevages ;

- Désinfection et vide sanitaire entre bandes successives (Van immerseel et al., 2005) ;

- Propreté de I'environnement immeédiat en évitant I'épandage de litiere a proximité des
élevages ;

- Evacuation des salissures vers des fosses septiques ou réseaux d'eau usée ;

- Dératisation et désinsectisation ;

- La propreté et le lavage des mains, le changement et désinfection des bottes sont essentiels

pour la protection des batiments d'élevages (Bell et Kyriakides, 2002).
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Chapitre 111 : Antibiotiques et antibioresistance

1. Antibiotiques

1.1. Définition

Agents antibactériens synthétiques et/ou semi-synthétiques. Le mot antibiotique fut crée en
1889 par Paul Vuillemin. Un antibiotique est un dérivé produit par le métabolisme de micro-
organismes possedant une activité antibactérienne a faible concentration et n’ayant pas de
toxicité pour I’hote.

Cette notion a été étendue aux molécules obtenues par hémisynthese (Bryskier, 1999).

1.2. Critere de classification

La classification des antibiotiques peut se faire selon :

-L’origine : élaboré par un organisme (naturel) ou produit par synthése (synthétique ou semi
synthétique)

- Le mode d’action : paroi, membrane cytoplasmique, synthése des protéines, synthese des
acides nucleiques

- Le spectre d’activité : liste des espéces sur lesquelles les antibiotiques sont actifs (spectre
étroit ou large)

- La nature chimique : trés variable, elle est basée souvent sur une structure de base (ex :
cycle B lactame) sur laquelle il y a hémisynthése. La classification selon la nature chimique
nous permet de classer les antibiotiques en familles (B lactamines, aminosides,
tétracyclines.....etc.) (Yala et al., 2001).

1.3. Mode d’action

«+ Action sur la paroi bactérienne (peptidoglycane) ;

%+ Action sur la structure de la membrane cytoplasmique bactérienne ;

%+ Action sur la synthéese protéique bactérienne ;

% Action sur la synthese de I’ADN de la bactérie ;

«+ Action sur la synthese des folates (Yala et al., 2001).

La plupart des antibiotiques inhibent des voies métaboliques de la bactérie. Chaque famille
d’antibiotique possede son site d’action propre (figure2).
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Colimycine
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Figure 2 : mode d’action des antibiotiques (www.bacteriologie.net)

1.4. Usage des antibiotiques en espece aviaire

La distribution d'antibiotiques aux animaux est effectuée sous deux types de statuts :

- En tant qu'additif dans un aliment supplémenté, cela pour obtenir un effet facteur de
croissance ou en vue d'une prophylaxie anticoccidienne par exemple;

- En tant que médicament vétérinaire, par la distribution dans un aliment médicamenteux,
dans I'eau de boisson ou par administration individuelle, cela dans le cadre d'un traitement
préventif ou curatif.

Bien que les antibiotiques autorisés en tant qu'additifs aient un pouvoir sélectionnant faible
(ils appartiennent a des familles chimiques non utilisés chez I'homme) en comparaison de
certains antibiotiques utilisés en thérapeutique, comme les tétracyclines et les pénicillines,
leur emploi est susceptible de sélectionner des bactéries résistantes.

La liste des additifs de la catégorie « antibiotiques », autorisés a été considérablement réduite
au cours des dernieres années du fait de mesures prises pour diminuer leur impact sur les
résistances bactériennes. 90% des antibiotiques destinés aux animaux seraient incorporés dans
I’alimentation, tout usage confondu (facteurs de croissance, préventif, curatif) avec 20%

utilisés spécialement chez les volailles (Bories et Louisot, 1998).
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2. Résistance bactérienne aux antibiotiques

2.1. Définitions

Il existe différentes définitions de la résistance bactérienne dans la littérature. En effet, selon
la discipline considérée, I’approche de la résistance et son expression ne sont pas tout a fait les
mémes (AFSSA, 2006) :

- Pour le clinicien, une souche bactérienne est résistante a un antibiotique si le traitement n’est
pas efficace ;

- Pour le pharmacologue, une souche bactérienne est résistante a un antibiotique si les
concentrations atteintes au site d’action, sont inférieures a la concentration minimale
inhibitrice ;

- Pour le microbiologiste, une souche bactérienne est résistante a un antibiotique si elle
dispose d’un mécanisme de résistance augmentant la valeur de la concentration minimale
inhibitrice ;

- Pour I’épidémiologiste, une souche bactérienne est résistante a un antibiotique si elle a une
concentration minimale inhibitrice significativement différente de celle de la population
normale.

La diversité de ces definitions est importante & prendre en compte car elle influence les
motivations de lutte contre I’antibiorésistance. Elle joue aussi sur la ligne directrice a donner
afin que la majorité des acteurs se sente concernée. (AFSSA, 2006).

Une définition consensuelle de Ferron reprend les différentes priorités mises en avant par les
chercheurs, scientifiques et praticiens.

Cette definition indique qu’« une bactérie est resistante a un antibiotique lorsqu’elle supporte
des concentrations inhibitrices de cet antibiotique supérieures aux concentrations que 1’on
peut obtenir dans I’organisme sans atteindre les doses toxiques » (Ferron, 1994).

2.2. Types de résistance

La résistance aux antibiotiques peut étre naturelle ou acquise.

2.2.1. Résistance naturelle

La résistance naturelle ou la résistance intrinséque est une caractéristique propre a une espéce
bactérienne sur laquelle I’antibiotique est inactif par défaut de cible ou d’acces a la cible. Pour
la Société Francaise de Microbiologie (SFM), la résistance naturelle se traduit par des
concentrations minimales inhibitrices (CMI) supérieures a la concentration critique supérieure

des tests de sensibilité pour I’antibiotique concerné.
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Cette caractéristique est partagée par toutes les souches bactériennes d’une espéce ou d’un
genre bactérien. Par exemple, Salmonella a des résistances naturelles aux classes
d’antimicrobiens suivantes : les polypeptides (bacitracine), les lincosamides (clindamycine),
les macrolides (érythromycine) (Schwartz et al.,, 2006), les streptogramines
(quinupristine/dalfopristin) et les glycopeptides (vancomycine) (Guardabassi et Kruse, 2008).
Généralement le support de cette résistance est chromosomique.

Ceci peut étre di a I’absence de la cible (I’absence de paroi chez les mycoplasmes rendant les
béta-lactamines inactives vis a vis de ces bactéries) ou encore a I’absence de pénétration de
I’antibiotique.

2.2.2. Résistance par acquisition de I’ADN exogene

La résistance par acquisition d’ADN, peut étre la conséquence d’un transfert horizontal, y
compris entre especes éloignées phylogénétiqguement. Le transfert de ces genes sera plus
efficace apres leur intégration sur des éléments mobiles tels que les plasmides, les
transposons, les intégrons ou encore sur des phages (Rowe-magnus et Mazel, 2001).

La résistance croisée correspond a une résistance conférée par un seul géne de résistance et
entraine la résistance a plusieurs molécules d’antibiotiques appartenant a la méme famille ou a
des familles différentes.

Dans la co-résistance, plusieurs génes de résistance a différentes molécules ou familles
d’antibiotiques sont associés chez la méme bactérie au sein d’une structure génétique comme
les transposons, les plasmides ou les intégrons. Chacun des mécanismes confére a la bactérie
un large spectre de résistance (Soussy et al., 2007).

2.3. Mécanismes biochimiques de la résistance aux antibiotiques

2.3.1. Diminution de la pénétration ou augmentation de I’excrétion d’un antibiotique

Ce genre de mécanisme déepend de la perméabilité de la membrane externe de la bactérie.
Cette perméabilité de la membrane dépend principalement du lipopolysaccharide (LPS) et des
porines ancrées dans cette membrane. Le LPS est trés compacte en profondeur grace a ses
acides gras insaturés et formés de structures hydrophiles grace a ses charges électriques de
surface. Cette organisation explique une résistance naturelle aux antibiotiques hydrophobes
et/ou de masse moléculaire élevee, tels que les macrolides. Quant aux molécules hydrophiles,
elles doivent passer la couche de LPS a travers des porines ou des transporteurs actifs plus ou
moins spécifiques.

La diminution ou le caractére non fonctionnel de ces porines (par exemple apres mutation

chromosomique) rendent la bactérie beaucoup moins sensible par une diminution de la

28



Antibiotiques et antibiorésistance Synthese bibliographique

diffusion. Ce mécanisme se retrouve essentiellement chez les entérobactéries et les
Pseudomonas.

2.3.2. Systeme d’efflux

Cet efflux empéche ainsi la concentration intracellulaire de I’antibiotique d’atteindre un
niveau d’action, ce qui empéche son action. Le systeme d’efflux actif est efficace grace aux
protéines transmembranaires ancrées dans la membrane plasmique mais également dans la
membrane externe des bactéries Gram négatif (Walsh, 2003). Ces protéines sont spécifiques
d’une classe d’antibiotiques ou au contraire responsables de « multidrug resistance » (MDR)
de certaines bactéries, leur conférant une résistance simultanée a plusieurs classes
d’antibiotiques.

2.3.3. Modification de la cible

Une mutation peut induire une modification de la cible de I'antibiotique utilisé, son efficacité
sera ainsi réduite, et permettra de ce fait a la bactérie de continuer a se diviser. On retrouve ce
phénomeéne pour de nombreuses familles d'antibiotiques tel que les quinolones ou la
résistance est due a des mutations dans les genes codant permettant la bactérie résistante de
synthétiser une ADN gyrase moins sensible (Bryskier, 1999).

2.3.4. Inactivation enzymatique de I’antibiotique

Certaines enzymes synthétisées sont capables de dégrader la molécule d’antibiotique en
réduisant son efficacité ou la rendant inactive. Il s’agit du systéeme de résistance le plus
fréguemment rencontré. Ce phénomene est décrit contre les B-lactamines, les aminosides et le
chloramphénicol (tableau 2). Dans le cas des PB-lactamines, La bactérie synthétise une
bétalactamase qui va hydrolyser le cycle bétalactame. Son ouverture va empécher sa
reconnaissance par la peptidase et donc la synthése du peptidoglycane est possible : la
multiplication bactérienne n’est alors pas affectée.

On peut distinguer des peénicillinases, ayant un support génétique essentiellement plasmidique
et donc tres répandues, et des céphalosporinases généralement chromosomiques et
spécifiques d'especes.

Les principaux types de résistance, en fonction de la famille d'antibiotiques considérée, sont

résumés dans le tableau suivant :
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Tableau 2: Les mécanismes de résistance bactérienne aux antibiotiques (Li et Nikaido, 2004)

Antibiotique Cible Mécanismes de résistance

bacterienne Mécanismes | Modification | Imperméabilité | Efflux

L. de cible cellulaire actif
de résistance

Inhibition de la synthése de la paroi (peptidoglycane)

B-lactamines PLP +++ ++ ++ ++
Glycopeptides Précurseurs T
D-Ala-D-Ala

Inhibition de la synthése protéique

Aminosides ARN +++ ++ + +

ribosomal 30S

MLS ARN + +++ ++
ribosomal 50S

Tétracyclines ARN ++ -+
ribosomal 30S

Phénicolés ARN ++ ++
ribosomal 30S

Oxazolidinones ARN ++

ribosomal 30S

Inhibition de la synthése ou de fonctionnement de I’ADN

Fluoroquinolones | Topoisomérase +++ ++
S

Sulfamides DHFS ++ +

Triméthoprimes DHFR ++ +

2.4. Support génétique de la résistance

Le siége de la résistance naturelle est le génome bactérien.

La résistance acquise est due a une mutation chromosomique ou a une acquisition de gene
(résistance extra-chromosomique).

2.4.1. Résistances mutationnelles ou mutations chromosomiques

Elles sont dues aux mutations de génes existants.

Elles sont :

- spontanées : elles existent avant I’utilisation d’antibiotique et ne sont donc pas provoquées

par la présence d’antibiotique ;
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- stables : elles se transmettent verticalement dans le clone bactérien ;

- spécifiques : elles ne concernent qu’un seul antibiotique ou qu’une famille d’antibiotiques.
Dans ce cas, la résistance a un antibiotique peut aboutir a une résistance croisée pour des
antibiotiques appartenant a une méme famille ;

- rares : le taux de mutation est faible et est de I’ordre de 10 7 et 108,

Les résistances chromosomiques sont rares en clinique.

2.4.2. Résistances extra-chromosomiques

Elles ont pour support un plasmide ou un transposon. Ce mecanisme de resistance est
certainement le plus fréquent en clinique (80 a 90% de souches résistantes).

Elles ont les caractéristiques suivantes :

- elles sont fréquentes : c’est cette forme de résistance qui est la plus souvent rencontrée.

- elles sont contagieuses et ont une transmission horizontale entre bactéries co-habitantes de
méme espece ou d’espéeces différentes.

- elles peuvent concerner plusieurs antibiotiques ou plusieurs familles d’antibiotiques et
peuvent entrainer des multi-résistances.

2.4.2.1. Plasmides

Les plasmides sont des structures d’ADN extrachromosomal double brin, mobiles, et
circulaires. lls sont de taille variable allant de quelques kilobases (kb) a 500 kb et peuvent étre
isolés autant chez les bactéries pathogénes que chez les bactéries de la flore normale de I’h6te
(Schwartz et Chaslus-danclas, 2001).

Les plasmides peuvent se répliquer de fagcon autonome puisqu’ils posseédent des systemes de
réplication. Ils sont le support genétique de nombreuses propriétés comme des fonctions
métaboliques, la résistance aux antibiotiques, aux desinfectants, aux métaux lourds et aux
toxines bacteriennes. Une bactérie peut contenir plus d’un plasmide, elle peut les intégrer dans
un autre plasmide ou dans le chromosome, en partie ou au complet ou bien par un vecteur
pour les transposons et les intégrons.

2.4.2.2. Transposons

Les transposons sont des sequences d’ADN capables de promouvoir leur translocation d’un
réplicon sur un autre (transposition intermoléculaire) ou en un autre site du méme réplicon
(transposition intramoléculaire), en absence d’homologie entre les ADN qui interagissent et
indépendamment des fonctions de recombinaison réciproque de la bactérie-hote.

Le caractére transposable chez la majorité des génes est responsable de I’apparition des

souches multi-résistantes.
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2.4.2.3. Intégrons et « génes cassettes »

Les intégrons sont de nouveaux éléments génétiques contenant un ou plusieurs génes de
résistance sous forme de cassettes. Les cassettes sont des unités mobiles qui peuvent étre
facilement intégrées dans un intégron par un mécanisme de recombinaison spécifique de site.
Les intégrons ont surtout été étudiés chez les bactéries a Gram negatif. Les intégrons jouent
donc probablement un réle important dans la dissémination des génes de résistance aux
antibiotiques au sein du monde bactérien (Ploy et al., 2005).

2.5. Transfert de matériel génétique (Diffusion de la résistance chez les bacteéries)

Chez les bactéries, les genes de résistance sont transmis a la descendance, c’est la
transmission verticale. Ils peuvent aussi étre disséminé par le transfert horizontal, c’est le
principal mécanisme responsable de la dissémination des genes de résistance au sein du
monde bactérien et concerne (80 %) (Bennett, 2008). Pour cela, il necessite la présence de
supports genétiques autonomes capables de se répliquer et de s’exprimer dans la cellule
réceptrice. Le transfert horizontal comprend trois grandes classes de mécanismes : la
transformation, la conjugaison et la transduction (Jain et al., 2002).

La figure 3 représente le schema montrant les 3 modéles du transfert horizontal de la

résistance bactérienne.

1. La transformation

Bactérie morte

Plasmide « R »

ADNnu o
=

3. La conjugaison

Bactérie receveuse

2. La transduction

Figure 3 : Les trois voies de transmission des resistances bactériennes (AFSSA, 2006)
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2.5.1. Conjugaison

Il s’agit du mécanisme de transmission le plus important et le plus fréguemment rencontré
(Alanis, 2005). La conjugaison est le transfert de matériel genétique d’une bactérie donatrice a
une bactérie réceptrice via un contact cellule-cellule et un systéeme de transfert codé par les
genes localisés sur le chromosome, sur les plasmides et sur les transposons conjugatifs.

Le transfert se produit par I’intermédiaire d’un pont cytoplasmique ouvert qui relie les deux
bactéries impliquées dans I’échange, et dela I’ADN transféré reste protégé des éléments de
I’environnement qui pourraient le dégrader. Ce mécanisme peut s’effectuer entre bactéries de
la méme espece, au sein d’un méme genre ou parfois entre bactéries de genres différents d’ou
son efficacité. L’importance de la conjugaison dans la dispersion des génes de résistance est
bien établie chez les Entérobacteriaceae telle que Salmonella (Helmuth, 2000).

2.5.2. Transformation ou compétence naturelle

La transformation est un mécanisme par lequel la bactérie peut acquérir et intégrer de I’ADN
libre présent dans le milieu externe. C’est un réarrangement de séquences d’ADN échangées
entre deux bactéries.

Elle peut s’effectuer entre deux especes bactériennes différentes. Ces especes bactériennes
sont capables au cours de leur cycle cellulaire de présenter un état physiologique (état de
compeétence) nécessaire a la fixation et I’absorption d’ADN étranger. Dans la bactérie
réceptrice, I’ADN exogéne subit une recombinaison génétique afin d’étre intégré de fagon
stable au génome et d’étre transmis aux cellules filles.

2.5.3. Transduction

La transduction est un processus par lequel le matériel génétique peut étre transféré d’une
espece a une autre via des bactériophages (Schwartz et al., 2006). La quantité d’ADN a
transférer est limitée par la taille du phage et les phages sont parfois restreints a un héte en
particulier (Ochman et al., 2000). 1l existe deux types de transduction : la transduction
généralisée et la transduction spécialisée.

La transduction généralisée a lieu au cours du cycle lytique d’un phage virulent ou tempéré et
transfert n’importe quelle partie du génome bactérien (Davison, 1999).

Dans la transduction spécialisée ou restreinte, la particule transductrice ne porte que certaines
parties spécifiques du génome. Elle résulte d’une erreur dans le cycle lysogene. Ainsi seuls les
génes proches du site d’intégration du prophage peuvent étre encapsidés et transférés a une
autre bactérie.

33



Antibiotiques et antibiorésistance Synthese bibliographique

2.6. Résistance des entérobactéries aux B-lactamines

2.6.1. Généralités sur les p-lactamines

Les B-lactamines sont les antibiotiques les plus utilisés dans la pratique clinique courante
(Rodriguez-Villalobos et Struelens, 2006) surtout dans le traitement des infections dues aux
entérobactéries (Zogheib et Dupont, 2005). Ce nom est di au fait que tous les membres de

cette classe portent une fonction lactame en position (3 (figure 4) .

cycle béta lactame

CHs

v
IS CH;

fonction lactame cycle thiazolidine

COOH

Figure 4 : Cycle B-lactame (Bessard, 2004)

La famille des B-lactamines comprend 4 groupes majeurs Les pénames, les pénémes, les
cephémes et les monobactames (figure 5).

2.6.1.1. Les pénames (Les pénicillines)

La structure des pénicillines est constituée de trois parties : un noyau thiazolidine fixé sur un
cycle azetidinone et d’une chaine latérale en C-6 qui permet de les différencier.

(Bryskier, 1999).Ce groupe comprend 4 sous-groupe :

> Pénicilline G et V (naturelles): Actives sur les bactéries Gram positif et les coques a
Gram négatif.

» Groupe A (aminopénicillines): Ampicilline et Amoxicilline spectre élargi, orienté
sur certains bacilles & Gram négatif mais inactivées par les pénicillinases y compris
celle du staphylocoque, inactives sur les bacilles a Gram négatif naturellement
producteurs de céphalosporinases comme certaines entérobactéries, Pseudomonas
aeruginosa, Acinetobacter baumannii.

» Carboxypénicillines: (Ticarcilline, carbénicilline) spectre élargie sur les bacilles
Gram négatif comme Pseudomonas aeruginosa (Cavallo et al., 2004).
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» Uréidopénicillines: leur spectre d’activité regroupe la plupart des souches
d’entérobactéries et Pseudomonas aeruginosa (Botto, 2003).

» Oxapénames ou clavames : I’'amoxicilline+I’acide clavulanique : utilisés comme
inhibiteur de B-lactamases en association avec une autre B-lactamine (amoxicilline ou

ticarcilline+acide clavulanique) (Cavallo et al., 2004).

2.6.1.2. Les pénemes (les carbapénemes)
Quatre molécules sont actuellement commercialisées : L’imipénéme depuis 1986, le
méropéneme depuis 1997, I’ertapénéme depuis 2002 et le doripéneme comercialisé en France
en mars 2009 (Grall et al., 2011). Ce sont des antibiotiques bactéricides. Possedent un large
spectre antibactérien incluant les bactéries a Gram négatif (Entérobactéries) ; Gram positif,
sauf les staphylocoques et les entérocoques. Les carbapénémes se distinguent des pénicillines
(pénames) par la présence d’un atome de carbone au lieu d’un soufre en position 1 et d’une
liaison insaturée en C2-C3 (Wolff et al., 2008).
2.6.1.3. Les céphémes (les céphalosporines)

> Les céphalosporines de premiére génération (C1G) :
Elles comprennent céfalotine, céfazoline et la céfapirine. Elles sont hydrolysees facilement
par les B-lactamases acquises. Leur spectre d’activité regroupe les cocci a Gram positif,
essentiellement les streptocoques et les staphylocoques sensibles a la méthicilline et a
quelques entérobactéries ne produisant pas de céphalosporinase inductible comme E.coli, les
salmonelles ou Klebsiella spp (Cavallo et al., 2004).

> Les céphalosporines de deuxieme génération (C2G):
Elles comprennent céfamandole et céfuroxime (Jarlier et Nordmann, 2000), sont plus stables a
I’hydrolyse de plusieurs types de B-lactamases, leur spectre d’activité regroupe les bactéries a
Gram positif, a Gram négatif et les souches productrices de B-lactamases (Bryskier, 1999).

> Les céphalosporines de troisieme genération (C3G) :
Elles comprennent cefotaxime et céftriaxone. Les C3G se caractérisent par leur stabilité a la
plupart des B-lactamases comme les pénicillinases de type TEM ou les céphalosporinases
chromosomiques des entérobactéries comme Pseudomonas aeruginosa et Acinetobacter
baumannii (Cavallo et al., 2004).

> Les céphalosporines de quatrieme génération (C4G) : (céfépime, céfpirome) ;
Elles présentent une meilleure résistance a I’hydrolyse par les céphalosporines hyperproduites
(Cavallo et al., 2004).
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2.6.1.4. Les monobactames : (L’aztréonam et le carumonam) :
Elles constituent le groupe le plus récent des B-lactamines, ces antibiotiques se caractérisent

par une structure monocyclique (hétérocycle azétidinone) (Bryskier, 1999).

R-HN R-HN R-HN
N\ ~S \___~S~.
- S-R
— N N O-R N N
/ /— \///“--._/ /— & o ///—
0 0 0 B 0
COOH HOOC 0 COOH
Penicillins Cephalosporins Monobactam Carbapenems
Penicillin G (e.g. benzypenicillin) 1 generation (e.g. Cefalotin) Aztreonam Imipenem
Penicillin V(e.g. Phenoxymethylpenicillin) 2 generation (e.g. Cefoxitin, Cefuroxime) Meropenem
Penicilin M (e.g. Oxacillin, Cloxaciline) 3 generation (e.g. Cefotaxime, Ceftazidime) Ertapenem
Aminopenicillins (.g. Amoxicillin) 4" generation (e.g. Cefepime, Cefpirome) Doripenem

Caboxypenicillins (e.g. Ticarcillin)
Ureidopenicillins (e.g. Piperacillin)
Aminidopenicillins (e.g. Pivmecillinam)

Figure 5 : Structure moléculaire des p-lactamines (Nordmann et al., 2012)

2.6.2. Types de résistance aux p-lactamines

Les entérobactéries sont soit naturellement sensibles aux B-lactamines (exemple: Escherichia
coli), soit elles sont naturellement résistantes (exemple : les Klebsiella sp sont toujours
résistantes a I’ampicilline), soit elles ont une résistance acquise (\Vora et Auckenthaler, 2009).
2.6.2.1. Résistance naturelle

La résistance naturelle ou intrinséque a un antibiotique est commune a toutes les bactéries
d’une méme espéce. Elle est due a la présence de genes chromosomiques communs a toutes
les bactéries d’une méme espéce et transmise a la descendance. La résistance naturelle
détermine les phénotypes « Sauvages » des especes bactériennes vis-a-vis des antibiotiques
(Mayer et al., 2000).

Chez les entérobactéries, la plupart des espéces produisent naturellement des f-lactamases
chromosomiques soit de classe A (Klebsiella spp., Citrobacter koseri, Escherichia
hermanii...), soit de classe C (Escherichia coli, Citrobacter freundii, Serratia marcescens...),
voire les deux types d’enzymes (Yersinia enterocolitica) (Livermor, 1995).

L’expression phénotypique de ces enzymes peut-étre constitutive ou inductible par les [-

lactamines elles mémes. On constate un phénotype de résistance de pénicillinase de bas
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niveau inclut les espéces possédant une pénicillinase chromosomique constitutive (Zogheib et
Dupont, 2005), exprimée a bas niveau chez K. pneumoniae, K. oxytoca, Citrobacter koseri,
Raoultella planticola, R. ornithinolytica, R. terrigena, Escherichia hermanii, C. gillenii, qui
est caractérise par une résistance aux aminopénicillines et aux carboxypénicillines.

Les especes E. coli et Shigella possedent un géne ampC codant pour une céphalosporinase de
la classe C d’Ambler donc résistante aux inhibiteurs. Elle est exprimée de maniére
constitutive a trés bas niveau, avec une sensibilité a toutes les B-lactamines testées ou une
sensibilite intermédiaire aux céphalosporines de premiere génération et/ou aux
aminopenicillines avec et sans inhibiteurs.

Des especes d’entérobactéries, comme par exemple Proteus vulgaris, P. penneri possedent
une céfuroximase inductible. D’autres comme Enterobacter cloacae, E.aerogenes E.
asburiae, Serratia marcescens, C. freundii, C. braakii, C. youngae, Morganella morganii,
Providencia rettgeri, P. stuartii, Hafnia alvei et Pantoea agglomerans possedent une
céphalosporinase inductible, leur conférant une résistance aux aminopénicillines, aux
céphalosporines de premiére génération et a I’action de I’acide clavulanique (Robin et al.,
2012).

2.6.2.2. Résistance acquise

Ce terme est utilisé pour désigner des processus permettant a des bactéries appartenant a une
espéce originellement sensible de devenir résistante & un ou plusieurs antibiotiques. Cette
résistance acquise peut provenir d’une mutation chromosomique (plutot rare) (Chopra et al.,
2003) ou par I’acquisition d'/ADN étranger par le biais de plasmides (plutét fréquent), de
bactériophages ou de transposons (Davies, 1997). On parle de transfert horizontal de genes de
résistance et les mécanismes utilisés sont la conjugaison, la transduction et la transformation.
Les plasmides et les transposons déterminent la résistance aux antibiotiques de nombreuses -
lactamases.

Une B-lactamase spécifique a une bactérie peut apparaitre chez d'autres especes par la suite,
au vu de ces mécanismes de transfert relativement facile de matériel génétique. Comme
I’acquisition des nouvelles familles de PB-lactamases a spectre étendu (BLSE) qui ont été
décrites plus récemment a différentes especes d'entérobactéries : CTX-M, OXA, SFO-1,
GES], etc (Bradford, 2001), et sont distribuées de fagcon inégale dans le monde.

2.6.3. Mécanismes de résistance aux p -lactamines

De maniere générale, les entérobactéries utilisent différents mécanismes pour développer une

résistance aux f-lactamines : il peut s’agir de troubles de perméabilité pour les antibiotiques,
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ce qui empéche la pénétration de I’antibiotique dans la bactérie, de systemes d’efflux qui
permettent d’évacuer les antibiotiques qui auraient pénétré dans la bactérie, ou de
modification de la cible bactérienne de I’antibiotique. Mais le plus fréquemment, il s’agit
d’enzymes détruisant les B-lactamines, les B- lactamases (\VVora et Auckenthaler, 2009).
2.6.3.1. Imperméabilité par altération de porines

La pénétration des B-lactamines, molécules hydrophiles, a travers la membrane externe
s’effectue a travers les porines qui sont des canaux protéiques remplis d’eau. Ainsi, la
sensibilité aux B-lactamines dépend du nombre de porines fonctionnelles. L’altération des
porines par mutation est a 1’origine de résistances acquises aux B-lactamines, soit par une
modification structurale d’une porine essentielle, ce qui a été décrit chez E. coli, soit par une
diminution quantitative des porines, qui est la situation la plus fréquente (Kumar et
Schweizer, 2005).

2.6.3.2. Modifications de protéines de liaison des pénicillines (PLP)

Une perte d’affinité de PLP ou une diminution de la quantit¢ de PLP. Chez les
entérobactéries, des souches de Proteus mirabilis résistantes a I’imipénéme et au mécillinam
ont été observées suite a une perte d’affinité de la PLP2 et a une diminution de la quantité de
PLP1 (Grall et al., 2011).

2.6.3.3. Pompe a efflux

Le systeme d’efflux actif est efficace grace aux protéines transmembranaires ancrées dans la
membrane plasmique mais également dans la membrane externe des bactéries Gram négatif
(Walsh, 2003). Des mutations dans les régions régulatrices des opérons des systemes d'efflux
multi-drogues peuvent conduire a une surexpression des systemes d'efflux constitutifs,
associée ou non a une perte des porines, et conférer une multirésistance aux antibiotiques.
L’implication des systémes d’efflux dans la résistance aux B-lactamines a été clairement
identifiée dans plusieurs études en particulier chez K. pneumoniae. Cependant ce type de
mécanisme touchant préférentiellement la céfoxitine et les C2G semble difficile a distinguer
du point de vue phénotypique des résistances par modification des porines (Robin et al.,
2012).

2.6.3.4. Production de f -lactamases

Chez les entérobactéries, la production de B-lactamases est le mécanisme préedominant de
résistance aux -lactamines (Livermor, 2003).

i. Définition de B -lactamases

Les B-lactamases ont été identifiées en 1940 par Abraham et Chain, qui ont mis en évidence
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une enzyme capable d’empécher I’action de la pénicilline chez E. coli ; ils la nommérent
pénicillinase (Abraham et Chain, 1940).

Les p-lactamases sont des enzymes hydrolysant les B-lactamines en ouvrant le cycle
bétalactame et menant a la perte d’un groupement carboxyle, provoquant I’inactivation de
I’antibiotique en question (Ambler, 1980). Ces enzymes sont localisées au niveau de I’espace
périplasmique chez les bactéries Gram négatif (Medeiros, 1984).

ii. Mode d'action

Les B-lactamases catalysent de maniére efficace et irréversible I'nydrolyse du pont amide de
l'anneau [-lactame des pénicillines, des céphalosporines, des monobactames et des
carbapénémes ; pour donner un acylenzyme qui sera ensuite dégradé en acide inactif (Figure
6). Ainsi, les pénicillines sont dégradées en acide pénicilloique et les céphalosporines en acide

céphalosporoique (Medeiros, 1984).

Eng Ser-0H >
// Eleta-lactamaae )—’/ - F/\/

It

COoOH Ser CGC'H CODH
| Antibictique inactif
Enzyme + Enz-OH

Figure 6 : Schéma réactionnel de 1I’ouverture du cycle B-lactame (Barrial et Scotet, 2006)

iii. Classification des p-lactamases

Les B-lactamases sont des enzymes d’une extréme diversité. Plus de 400 B-lactamases dont
plus de 200 BLSE sont décrites. Généralement, les f-lactamases sont classées suivant deux
schémas :

- la classification fonctionnelle de Bush-Jacoby-Mediros qui est fondé sur les propriétés
fonctionnelles des enzymes (Rodriguez et al., 2006).

- la classification moléculaire d’Ambler qui est basée sur I’homologie de séquence des acides
aminés. Cette nomenclature se compose de quatre groupes, soit les B-lactamases de classe A,
B, C et D. Les enzymes de classe A, C et D sont dites a sérine active tandis que celles de
classe B sont appelées métallo-B- lactamases (carbapénemases) (Jacoby et Munoz-price,
2005).
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Classe A

Les principaux représentants de cette classe sont les B-lactamases de type TEM, SHV et CTX-
M. Ces enzymes sont caractérisées par une résistance a haut niveau aux pénicillines et par une
sensibilite a I’acide clavulanique et le tazobactam (inhibiteurs de B-lactamases (figure 7))
(Arlet et Philippon, 2003).

Classe B

Cette classe des B-lactamases est composée par des métallo- enzymes dont le site actif
contient un ion zinc, résistantes a I’acide clavulanique mais inhibées par ’'EDTA. Ces
enzymes sont généralement actives contre les carbapénémes et contre d’autre B-lactamines
(Grall et al., 2011).

Classe C
Les enzymes de cette classe, peuvent étre divisés en 2 groupes : les [-lactamases

chromosomiques AmpC et les B-lactamases plasmidiques.

Les PB-lactamases AmpC sont capable d’hydrolyser les céphalosporines y compris les
céphamycines (cefoxitine), les pénicillines, mais pas le céfépime. Ces [B-lactamases sont
résistantes aux inhibiteurs de B-lactamases (Rodriguez et al., 2006).Les représentants de ce
groupe sont les enzymes de types AmpC, FOX, ACT, CMY (Arlet et Philippon, 2003).

Ces enzymes conferent aux bactéries productrices une forte résistance aux céphalosporines de
premiére géneration et a un degré variable aux cephalosporines de deuxiéme génération
(Bryskier, 1999).

Classe D

La classe D regroupe les B-lactamases appelées (oxacillinases) ou OXA (Szarecka et al.,
2011). Ces B-lactamases sont peut inhibées par I’acide clavulanique. Dans cette classe, on

retrouve les B- lactamases qui hydrolysent la cloxacilline (Grall et al., 2011).

0 0 o] 0
0 CH,OH N A N/
ljr / S CHa S CHS
/N -
COOH 0] 0 N
COOH COOH
Clavulanic acid Sulbactam Tazobactam

Figure 7 : Structure moléculaire des inhibiteurs de p-lactamases (Nordmann et al., 2012)
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2.7. Les p-lactamases a spectre étendu (BLSE)

2.7.1. Définition

Les BLSE ont été décrites pour la premiere fois en 1983, en Allemagne (Knothe et al., 1983),
il n’y a pas de consensus concernant la définition de B-lactamases a spectre étendu (BLSE).
Classiquement, les BLSE sont definies comme des enzymes appartenant a la classe A (a
I’exception des BLSE de type OXA classe D) de la classification d’Ambler, capables
d’hydrolyser les pénicillines, céphalosporines de premiere, deuxieme, troisieme et quatrieme
géneration (céféepime ou cefpirome) et I’aztréonam. Elles sont inhibées in vitro par les
inhibiteurs des P-lactamases (acide clavulanique, tazobactam et sulbactam) (Livermore,
1995). Par contre, les BLSE sont sensibles aux céphamycines (céfotétan et cefoxitine) ainsi
qu’aux carbapénemes. Une co-résistance avec les aminosides, les tétracyclines et les
fluoroquinolones est fréquente. Les bactéries possédant des BLSE sont dites multirésistantes
(Paterson et Bonomo, 2005).

Il s’agit d’un mécanisme de résistance de type plasmidique, et donc transmissible a d’autres
bactéries. La présence de ce -type de mécanisme de résistance au sein de souches pathogenes
fait peser un risque majeur d’inadéquation thérapeutique et donc d’échec thérapeutique
(Schwaber et Carmeli, 2007), et est également un facteur de diffusion.

Au sein des entérobactéries, Klebsiella pneumoniae et Escherichia coli sont les deux espéces
les plus fréqguemment porteuses de ces mécanismes de résistance.

2.7.2. Difféerents types de BLSE

Elles sont classées selon leurs types moléculaires, les plus fréquents étant les types TEM,
SHV, CTX-M (Jacoby et Munoz-price , 2005).

2.7.2.1. BLSE de type TEM (Temoneira - nom du patient)

La premiére -lactamase plasmidique de type TEM (TEM-1) a été isolée en 1965, en Gréce, a
partir d’une souche d’E. coli isolée chez une patiente nommée « Temoneira », d’ou la
nomination (Datta et Kontomichalou, 1965).

La majorité des BLSE de ce type dérivent par quatre a sept mutations ponctuelles de I’enzyme
originale (TEM-1 ou TEM-2). Les substitutions les plus courantes sont le glutamate en lysine
en position 104, I’arginine en sérine en position 164, la glycine en sérine en position 238 et le
glutamate en lysine en position 240 (Bradford, 2001).

Ces mutations rendent I’enzyme capable d’hydrolyser les C3G, mais aussi plus vulnérable a
I’action des inhibiteurs (acide clavulanique). Cependant, d’autres mutations peuvent conférer

la résistance aux inhibiteurs. Ces variantes sont appelées TRI (TEM résistantes aux
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inhibiteurs). Les enzymes dérivées par mutations permettant d’hydrolyser a la fois les C3G et
les inhibiteurs sont de plus en plus fréquentes (Rodriguez-villalobos et Struelens, 2006).
2.7.2.2. BLSE de type SHV (Sulfhydryl variable)

Les enzymes BLSE de type SHV dérivent par mutations ponctuelles de I’enzyme originale
SHV-1 qui correspond a un gene blasHv de pénicillinase chromosomique de K. pneumoniae
(Brisse et Verhoef, 2001 ; Haeggman et al., 2004).

La majorité des BLSE de type SHV ont été décrite chez les souches de K.pneumoniae,
toutefois ces enzymes ont été trouvées chez Citrobacter freundii, C. diversus, E. coli,
Enterobacter cloacae (Bradford. 2001). Ainsi, ces enzymes sont aussi présentes chez les
especes de Pseudomonas aeruginosa et Acinetobacter spp (Naiemi et al., 2005) ; la présence
de la séquence d’insertion 1S26 sur le géne SHV faciliterait I’acquisition du phénotype BLSE
(Hammond et al., 2005).

2.7.2.3. BLSE de type CTX-M (Cefotaximase-Munich)

Les BLSE de type CTX-M ont été décrites initialement en 1986 (FEC-1) au Japon, Allemagne
et France en 1989 (CTXM-1) et ont depuis lors disséminé largement dans le monde (Thomson
et Moland, 2000). Ces « nouvelles » enzymes représentent a I’heure actuelle les BLSE les
plus fréquentes au niveau mondial aprés leur diffusion rapide depuis les années 90 (Bonnet,
2004 ; Livermore et al., 2007).

Le groupe CTX-M (pour céfotaximase) conférait a I’origine, chez les entérobactéries, un plus
haut niveau de résistance au céfotaxime (ou ceftriaxone), céfépime et aztréonam qu’a la
ceftazidime (Arlet et Philippon, 2003 ; Bonnet, 2004). Les CTX-M sont plus fortement
inhibées par le tazobactam que par I’acide clavulanique.

Les analyses génetiques ont montré que les genes progéniteurs appartiennent au genre
Kluyvera, entérobactéries d’isolement tres rare en bactériologie médicale (Bonnet, 2004 ;
Humeniuk et al., 2002). La B-lactamase naturelle de Kluyvera cryocrescens (KLUC-1)
présente 95 a 100 % d’identité avec les enzymes plasmidiques du phylum CTX-M-1
(Decousser et al., 2001).

La dissémination horizontale des génes codant pour les enzymes CTX-M s’effectue via des
plasmides conjugatifs mais aussi via d’autres éléments génétiques comme les intégrons et les
séquences d’insertion ISEcpl (Bradford, 2001).

2.7.2.4. Autres types de BLSE

D’autres BLSE ont une distribution moins large, caractérisées par un haut niveau de
résistance a la ceftazidime et parfois a I’aztréonam plutét qu’au céfotaxime (Arlet et
Philippon, 2003 ; Bradford, 2001), qui sont individualisees en BES-1 (brazilian extended
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spectrum), GES-1 (Guyana extended spectrum), PER-1 (Pseudomonas extended resistance)
(Weldhagen et al., 2003), SFO-1 (Serratia fonticola), TLA-1 (Tlahuicas, tribu mexicaine), et
VEB-1 (Vietnam extended spectrum). Des enzymes proches de GES-1 ont été découvertes en
Grece, malheureusement dénommeées a tort IBC (integron borne cephalosporinase) (IBC-1,
IBC-2) (Philippon et Arlet, 2006). En fin, I’OXA-1 qui a une grande activite catalytique pour

la cloxacilline, I’oxacilline et la méticilline.

2.8. Impact de la resistance aux antibiotiques

La résistance des bactéries d’origine animale constitue une menace sérieuse pour la santé
publigue et pour la santé animale. Cette question souléve plus de préoccupations avec la
présence de souches pathogenes multi-résistantes (Andremont, 2002).

Les conséquences immediates de la résistance aux ATB sur I’élevage sont :

L1 L’échec thérapeutique entrainant une mortalité accrue lorsqu’un traitement alternatif n’est
pas disponible;

[ La prolongation de la durée de I’excrétion fécale des bactéries dans les populations
animales;

[ L’incapacité de lutter contre certaines infections pouvant accroitre leur propagation en les

rendant plus accessibles pour infecter les humains ou I’environnement (Devie et al., 2006).
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I. Matériel et méthodes
1. Matériel
1.1. Localisation des sites de I’étude

L’etude s’est déroulée au niveau du service de bactériologie médicale du laboratoire
véteérinaire régional de Mostaganem qui appartient au réseau de surveillance de la résistance
bactérienne aux antibiotiques en Algérie. (Ministere de I’agriculture et du développement
rural et de la péche). La partie de la confirmation de I’identification des souches BLSE par la
spectrométrie de masse (MALDI -TOF MS) a eté faite au niveau du laboratoire de

microbiologie du département vétérinaire de I’université de Messine, Italie.

1.2. Population étudiée et durée de I’expérimentation
Les prelevements recus au service de bactériologie médicale du laboratoire vétérinaire

régional de Mostaganem provenaient d’élevages avicoles a vocation chair et ponte (fermes
étatiques et privées) dans le but d’effectuer des analyses dans le cas de la suspicion de la
salmonellose aviaire et parfois pour effectuer des antibiogrammes.
Notre travail a porté sur des prélevements provenant de six régions : Mostaganem, Mascara,
Relizane, Chlef, Tiaret et Tissemsilt.
Les prélevements sont parvenus au laboratoire suite aux demandes d"analyses rédigées par les
vétérinaires officiels appartenant aux inspections vétérinaires des six wilayas citées ci-dessus.
La période de cette étude experimentale s’étalait entre Avril et Octobre 2016.
1.3. Nature des échantillons

Quatre types de préléevements ont été recus au niveau du service de bactériologie
médicale du laboratoire :
1.3.1. Prélévements de surfaces

Les prélevements, par écouvillonnage, ont été effectués avant I’arrivée des poussins et
pour toutes les mises en place, afin d’évaluer la qualité de la désinfection réalisée.
Trois écouvillons (sol, murs, matériel) ont été effectués par prélevement.
1.3.2. Sujets

Préléevement systématique de dix a trente sujets vivants par batiment dans le cas de
poussins et cing a dix sujets vivants dans le cas de poulet, selon la capacité du batiment
d’élevage (conformément a la note N° 787 du 08/11/2004, MADR, relative au renforcement
du controle vétérinaire en aviculture).
1.3.3. CEufs a couver

Prélévement de trente ceufs par batiment.
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1.3.4. Fientes
Prélevées dans des tubes stériles et acheminés au laboratoire dans les brefs délais.
1.4. Matériel de laboratoire
* Hotte a flux laminaire : Angelatoni life science, Loc simacool 1,4, 6406056 Masca Martana
(ltalie) ;
*Densitomeétre : MF- Units, Biosan, LV-1067, Riga, (Lettonie) ;
* Agitateur type vortex : Bohemia, New York 11716 (USA);
*Incubateur : Memmert, 01 porte 1081, (France) ;
*Distributeur des disques d’antibiotiques : Bio-Rad (France) ;
*Microscope : Axiostar plus, (France).
*Spectrométre de masse MALDI-TOF MS: VITEK® MS, Bio Mérieux, France.
1.5. Milieux de culture
1.5.1. Milieux de culture solide
*Gélose Hecktoen (HK): milieu d’isolement des entérobactéries (Institut pasteur d’Alger);
*Bromocrésol pourpre (BCP): milieu d’isolement des entérobactéries (Institut pasteur
d’Alger) ;
*Mac Conkey : milieu d’isolement des bactéries lactose + (Biochemica, Espagne) ;
*Mueller Hinton Agar : milieu utilisé pour I’antibiogramme (Laboratoire Conda S.A, Madrid,
Espagne) ;
*Gélose de Sven Gard (Institut pasteur d’Alger).
1.5.2. Milieux de culture liquide
*Bouillon sélénite cystine (SFB) (Institut pasteur d’Alger);
*Eau peptonée tamponnée (EPT) (Liofilchem, s.r.l. Bactriology products, Italy);
*Eau physiologique (0,9%) (Institut pasteur d’Alger).
1.6. Tests biochimiques
*Galerie API20E (Bio Mérieux, Marcy I'Etoile, France);
* Galerie classique (TSI (triple sugar Iron), citrate de simmons, milieu Mannitol-Mobilité,
urée-indole, Clark et Lubs, ONPG, LDC et ADH) ;
*Disques d’oxydase, (Arcomex, Jordan): utilisés pour la recherche de la production
d’oxydase;
*Les réactifs (Institut pasteur d’Alger) :
- Kovac’s, (utilisé pour la recherche de la production d’indole) ;
- TDA (Tryptophane Désaminase) ;
- VP1, VP2 (Voges-Proskauer 1 et 2).
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* Les anti-sérum de sérotypage des salmonelles, polyvalents et monovalents anti O et anti H :
(Biorad, France).

1.7. Disques d’antibiotiques

Bio-Rad (France), Hemida (Hind).

2. Méthodes

2.1. Diagnostic nécropsique

- Les autopsies ont éte réalisées au niveau de la salle d’autopsie du laboratoire vétérinaire
régional de Mostaganem.

2.2. Diagnostic de laboratoire

Aprés examen externe, les sujets ont été autopsiés. Les organes préleves sont placés dans des
boites de pétri et acheminés au service de bactériologie médical.

Les prélevements ont été réalisés aseptiquement et clairement identifiés. La nature des
prélevements effectués variait selon 1I’age des animaux prélevés (tableau 3).

Tableau 3 : Nature des prélévements effectués selon I’age de I’animal

Age Organes prélevés
Sujets jeunes (poussins) Sac vitellin, foie, rate et cceur
Sujets adultes Foie, rate et ceeur

2.2.1. Méthodes d’isolement et d’identification des entérobactéries

La méthode d’isolement et d’identification des entérobactéries a été faite selon le protocole de
la recherche des salmonelles. Cette méthode était inspirée de la méthode francaise de routine
NF U 47-101 de Novembre 2007 qui a remplacé la norme homologuée NF U 47-101 de
Février 2005, et comporte les étapes suivantes:

2.2.1.1. Phases d’isolement

L’isolement a été effectué par les étapes suivantes :

I. Etape de pré-enrichissement

Aprés cautérisation de la surface, 1g de prélevement d’organe broyé a été plongé dans 10 ml
d’eau peptonée tamponnée (EPT), laissé pour revivification a température ambiante pendant
30 mn puis incubé a 37°C pendant 18 a 20 h.

ii. Etape d’enrichissement

1 ml du pré enrichissement est transféré pour enrichissement, dans 20 ml de bouillon sélénite
cystine (SFB) et incubé pendant18 a 24 h a 37°C.
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iii. Etape d’isolement

Le lendemain, apres homogénéisation, 0,1 ml de la suspension est ensemencée dans une boite
de gélose Hecktoen pour les slmonelles et de bromocrésol pourpre pour les autres
entérobactéries et étuvees a 37°C pendant 18 a 24 h.

L’isolement des entérobactéries a obéit a un protocole opératoire quasi-identique a celui des
salmonelles, décrit plus haut. Néanmoins, la phase de pré-enrichissement n’est pas nécessaire
a I’isolement des autres entérobactéries.

2.2.1.2. Phase d’identification

I. Identification morphologique

- Sur le plan macroscopique : la forme et la couleur des colonies sont décrites dans les
annexes 10 et 11.

- Sur le plan microscopique : L’identification est basée sur I’observation microscopique de
bacilles Gram- apres coloration différentielle de Gram (annexe 12). Ces entérobactéries se
présentent sous I’aspect de petits batonnets (2 @ 3 um par 0,6 a 0,8 um) présentant une
ciliature péritriche.

La phase d’identification morphologique des entérobactéries est complétée par le test
d’oxydase (annexe 6). Toutes les colonies qui sont Gram — et oxydase — seront identifiées par
les galeries biochimiques.

ii. Identification biochimique

Pour I’identification des entérobactéries, on a disposé de deux types de galeries (annexes 8 et
9):

- La galerie classique d’identification des entérobactéries (204 souches);

- La galerie API 205(50 souches).

NB : En plus de la galerie classique et la galerie APl 20E, [I’identification par la
spectrométrie de masse (MALDI -TOF MS) a été utilisée juste pour les souches productrices
de BLSE a titre de confirmation.

[] Galerie classique d’identification des entérobactéries

L’identification des entérobactéries se fait sur la base de caracteres biochimiques.

Elle est composée de 8 milieux :

Le milieu TSI (Tri- Sugar Iron Medium) : Ce milieu permet la lecture de cing caracteres :

. Fermentation du glucose ;

. Fermentation du lactose ;

. Fermentation du saccharose ;
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. Production d’hydrogene sulfuré ;
. Production de gaz.
Le milieu mannitol-mobilité : Permet de lire :
. Utilisation du mannitol par le germe ;
. Mobilité.
Le milieu citrate de simons : Permet de lire I’utilisation du citrate par le germe.
Le milieu urée-indole: Permet de lire :
. La possession d’une urease par le germe ;
. La possession d’un tryptophane désaminase par le germe, en présence de chlorure ferrique.
Le milieu Clark et Lubs: Permet I'étude des produits de fermentation du glucose:
différenciation entre les fermentations des acides mixtes (test RM : rouge de méthyle)
et butyléne glycolique (test VP : Voges-Proskauer).
Le milieu ONPG (Ortho-Nitrophényl-p-galactoside): Permet la recherche de I’enzyme du
métabolisme du lactose (B-galactosidase) qui est exprimé par une coloration jaune du milieu.
Le milieu LDC: Pour la mise en évidence d’une lysine décarboxylase.
Le milieu ADH: Pour la mise en évidence d’une Arginine-dihydrolase.
[ ] Galerie API1 20 E
Des systemes APl 20E ont été utilisés afin de déterminer les caractéristiques biochimiques de
certaines souches. Le systeme API se présente sous la forme d’une bande de plastique (annexe
8 et 9) avec 20 microcupules contenant des substrats déshydratés pouvant permettre la
détection de certains caractéres biochimiques qui sont :
- Fermentation des carbohydrates : glucose, mannitol, inositol, sorbitol, rhamnose,
saccharose, mélibiose, amylase et arabinose ;
- Décarboxylation des acides aminés : lysine, ornithine et arginine ;
- Hydrolyse de I’urée ;
- Formation d’indole, la production d’acétone ;
- Hydrolyse de la gélatine ;
- Hydrolyse de I’ONPG.

Technique

[JOn réunit fond et couvercle d’une boite d’incubation et on réparti environ 5 ml d’eau
distillée dans les alvéoles pour créer une atmosphére humide et on place la galerie dans la
boite d’incubation.
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[JOn préléve quelgues colonies et on prépare une suspension bactérienne dans I’eau distillée
stérile.

[JOn remplit les tubes et cupules des tests CIT, VIP et GEL avec la suspension bactérienne et
on remplit uniquement les tubes (et non les cupules) des autres tests.

[JOn réalise une anaérobiose dans les tests ADH, LDC, ODC, H2S, URE en remplissant leur
cupule d’huile de vaseline.

[1On referme la boite d’incubation qu’on incube a 37°C pendant 24H.

[JApres incubation, on note sur la fiche de résultat, toutes les réactions spontanées (des
virages de couleurs).

[] La révélation des trois TDA, VP et indole est faite par I’ajout des réactifs nécessaires
(TDA, VP1, VP2 et Kovac’s).

[] L’identification est obtenue a I’aide d’un code obtenu aprés la lecture de la galerie qui est

ensuite interprété grace a un catalogue analytique ou manuel API Profile Index.

2.2.2. Sérotypage des salmonelles

Le sérotypage des salmonelles a été effectué par agglutination sur lame a l'aide d'une
culture fraiche des salmonelles et des sérums appropriés. 1l a d'abord été vérifié que les isolats
n'étaient pas en phase rugueuse (Rough: R.) ou auto agglutinables, en observant qu'aucune
agglutination n'apparaissait en les mélangeant & une goutte d'eau physiologique.
Les sérotypes étaient determinés en utilisant d'abord les sérums O polyvalents : OMA, OMB,
OMC, OMD, OME, OMF et OMG puis par les sérums monovalents anti O et enfin par les
sérums anti H (HMA, HMB, HMC et H1) En pratique, les sérums polyvalents OMA et OMB
permettent de déterminer 99 % des souches de Salmonella. L'utilisation des sérums
monovalents anti-O permet de préciser le groupe auquel appartiennent la salmonelle, et les
sérum anti H pour la précision du sérotype. (annexe 7).
Enfin le tableau de Kaufmann-White, est utilisé pour la détermination de la formule

antigénique et la lecture des résultats du sérotypage.

2.2.3. L’identification par la spectrométrie de masse (MALDI -TOF MS) : (Matrix-
Assisted Laser Desorption lonization Time-of-Flight).

Est une technique qui permet I’identification des microorganismes par analyse de leur
contenu proteique. La premiere utilisation de la spectrométrie de masse pour I’identification

des bactéries date de 1975 (Anhalt et al., 1975). Cette méthode analyse le deplacement
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d’entités ioniques dans des champs électromagnétiques. Un mélange matrice-échantillon co -
cristallisé sur une surface métallique ou cible est soumis au tir d’un faisceau laser permettant
sa désorption et son ionisation. Le temps de vol de ces ions obtenus a partir de bactéries
entiéres est mesuré et permet I’obtention d’un spectre de masse. Parmi les nombreux pics
produits, les principaux correspondent a des protéines ribosomales et semblent spécifiques
d’espece.

Le temps de vol des especes ioniques et les spectres de masse ainsi obtenus sont analysés
grace au logiciel Biotyper 2.0 (Bruker Daltonics) dans le contexte d'une identification
microbienne. Cette identification étant basée sur la comparaison de la position, la fréquence et
I’intensité des pics du spectre de masse inconnu avec tous les spectres typiques enregistrés
dans la banque de données d’empreintes spectrales de souches de référence (annexe 14).

2.3. Antibiogramme
L’étude des profils de la sensibilit¢ aux antibiotiques des souches isolées a été

effectuée par I’établissement d’antibiogramme réalisé selon la méthode recommandée par
I’OMS et répondant aux criteres définis par le CLSI et standardisées depuis 1999 en médecine
véterinaire en Algérie (OMS, 2014 ).
2.3.1. Principe

C’est la méthode par diffusion sur gélose. Des disques imprégnés d’antibiotiques sont
déposés a la surface d’un milieu gélosé nutritif préalablement inoculé avec une dilution
calibrée avec la bactérie a tester. Au cours de I’incubation (pendant 18 a 24 H a 35°C) les
antibiotiques se diffusent dans la gélose et inhibent la croissance de la bactérie a tester. Il en
résulte la formation d’une zone annulaire transparente autour des disques d’antibiotiques.
Quatorze antibiotiques appartenant a huit familles différentes ont été testés (Tableau 4). Le

choix de ces antibiotiques a été fait selon les recommandations du CLSI (OMS, 2014).

Tableau 4 : Antibiotiques utilisés dans I’antibiogramme

Famille Antibiotique Sigle Charge Origine
du disque
(ng)
Pénicillines Ampicilline AMP 10 Bio-
Rad(France)
Amoxicilline + acide AMC 10 Bio-
clavulanique Rad(France)
Céfotaxime /Ceftiofur CTX/XNL 30 Bio-
Rad(France)
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Céphalosporines | Céphalotine CEF 30 Bio-
Rad(France)
Aminosides Néomycine N 30 Bio-
Rad(France)
Gentamycine CN 10 Bio-
Rad(France)
Sulfamides Triméthoprime+sulfaméthoxasole SXT 1,25/23,75 Bio-
Rad(France)
Tétracyclines Tétracycline TE 30 Bio-
Rad(France)
Quinolones Acide nalidixique NA 30 Bio-
Rad(France)
Enrofloxacine ENR 5 Bio-
Rad(France)
Norfloxacine NX 5 Hemida
(Hind)
Polypeptides Colistine CT 10 Bio-
Rad(France)
Furanes Nitrofurantoine FT 300 Bio-
Rad(France)
Phénicolés Chloramphénicol C 30 Bio-
Rad(France)

2.3.2. Mode opératoire

e Inoculum
A partir d’une culture pure de 18H a 24H sur milieu d’isolement, on préléve a I’aide d’une
anse quelques colonies bien isolées qu’on dissocie dans 10ml d’eau physiologique. Bien
homogeénéiser la suspension bactérienne telle que sa charge doit étre équivalente a 0,5 Mac
Farland (correspondant a environ 108 bactéries/ml).

e Ensemencement
L’ensemencement est fait par la méthode d’écouvillonnage ; on trempe I’écouvillon dans la
suspension bactérienne, on frotte I’écouvillon sur la totalité de la surface, de haut en bas, en
stries serrées. On répete I’opération deux fois, en tournant la boite de 60° a chaque fois sans
oublier de faire pivoter I’écouvillon sur lui-méme. Finir I’ensemencement en passant
I’écouvillon sur la périphérie de la gélose. On dépose les disques d’antibiotiques a tester. On
incube les boites pendant 24H a 35°C.
Une souche de contréle de qualité; Escherichia coli ATCC 25922 est testee en parallele, afin

de valider les résultats de I’antibiogramme.
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e Lecture
Avant de lire I’antibiogramme, on valide la lecture par les souches témoins qui doivent donner
des valeurs précises afin d’interpréter I’antibiogramme. On mesure les différents diametres
des zones d’inhibition obtenus autour des disques d’antibiotiques.
L’interprétation en sensible (S) intermédiaire (I) ou résistante (R) est effectuée selon les

critéres définis par les recommandations de CLSI 2014 (Annexe 3).

2.4. La détection de phénotype de résistance des souches productrices de BLSE
Les souches d’entérobactéries présentant un diameétre réduit a la Ceftiofur (C3G) avec
ou sans image de synergie (XNL-AMC), ont été retenues pour la mises en évidence des

BLSE selon les techniques suivantes :

Test de synergie (Jarlier ,1988)

e Principe : La recherche de la B-lactamase a spectre étendu se fait dans les conditions
standard de I’antibiogramme en disposant un disque d’amoxicilline +acide clavulanique
AMC (20/10 pg) & 30 mm (centre a centre) d’un disque de céphalosporine de 3
génération: Céftiofur XNL (30 pg).

e Lecture : Il y a présence d’une BLSE ou un test de synergie positif quand il y a une
image caractéristique, en « bouchon de Champagne ». Un résultat positif est basé sur
I'inhibition des BLSE par I’acide clavulanique, et par conséquent l'augmentation de
I'activité des cephalosporines de troisieme génération (C3G) en présence d'acide
clavulanique.

Test de confirmation DDST (Technique du double disque, Double-disc synergy test)

Ce test se fait systématiqguement devant I’absence de synergie avec diminution des diametres

des céphalosporines de troisieme génération (C3G).

e Principe
- On dépose un disque d’AMC et un disque de céphalosporine de 3°™ génération
(Céftiofur) a une distance de 30mm (centre a centre) ;

- Laisser diffuser les antibiotiques pendant une heure, & la température ambiante (sur la
paillasse). La boite est déposée le couvercle vers le haut ;

- Apreés diffusion, on enleve le disque d’AMC et on le remplace par un disque d’XNL;

- On incube la boite 37°C pendent 24 H.
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e Lecture

Le test du double disque est positif quand le diametre d’inhibition du disque de
céphalosporine de 3™ génération appliqué aprés diffusion du disque AMC est supérieur ou
égal & 5mm par rapport au diamétre d’inhibition du disque de céphalosporine de 3°™

géneration, ce qui indique une production d’une BLSE (OMS, 2014).

2.5. L analyse statistique de I"étude
Le traitement statistique s’est limité & I’analyse de variance de deux facteurs sans
répetition de I’experience et le test LSD. Les deux facteurs pris en considération sont les

antibiotiques testés et les especes dominantes. La différence est significative au seuil 0,05.
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I1. Résultats et discussion
1. Résultats
1.1. Souches isolées

Au cours de cette étude, 254 souches appartenant a 10 espéces d’entérobactéries ont été
isolées au sein du service de bactériologie médicale du laboratoire vétérinaire régional de
Mostaganem. Ces souches sont réparties en fonction de la nature du préléevement et de la

région.

1,57% 1,18%

2,75%

mE.coli

m proteus spp

m enteorbacter spp

m klebseilla spp

m citobacter spp

m Serratia spp

m yersinia enterocolitica

m Edwarseilla tarda

Salmonella spp
Hafnia alvei

Figure 8 : Répartition des souches isolées

Dans I’ensemble des souches isolées, Escherichia coli reste I’espéce dominante avec
une fréequence d’isolement de 57,08%, suivie par Proteus spp et Enterobacter spp avec des
taux d’isolement pratiquement rapprochés soit 17,71% et 12,20% respectivement. Alors que,
Salmonella spp occupe la derniere place avec un pourcentage d’isolement de 1,18%. les autres
especes étant moins représentées, (figure 8).

Le méme classement a été rapporté par Benameur et al. en 2011 dans la méme région, mais
avec un moindre pourcentage concernant la premiere espece, (48,33%, 25,41%, 12,91% pour
E.coli, Proteus spp et Enterobacter spp respectivement), et avec absence de contamination

salmonellique.
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1.3. Répartition des souches en fonction des prélévements
La figure suivante récapitule la répartition des souches isolées selon la nature des

prélevements effectués durant cette étude.

Nature des prélevements

20 7
18 7 _
mE.coli
o
16 W proteus spp
14 ¥ m Enterobacter spp
12 ¥ m Klebseilla spp

m citrobacter spp

Serratia spp

Yersinia enterocolitica

Edwarseilla tarda

Salmonella enterica

Hafnia alvei

PSC OAC PrS

% de contamination

Figure 9 : Répartition des souches en fonction des prélevements

F : fientes, PRP : poulette repro-ponte, PRC : poulette repro-chair, PP : poule pondeuse, PD :
poulette démarrée, PSP : poussin ponte, PC : poulet de chair, PSC : poussin de chair, OAC :
ceufs a couver, PrS : prélevement de surface.

La distribution des especes isolées en fonction de nature des prélévements révele
qu’Escherichia coli occupe la 1% place parmi les entérobactéries dans tous les prélévements
et particulierement pour les trois types suivants : poulet de chair, prélevement de surface et
fiente avec respectivement des taux de 86,79% (46/53), 35,44% (28/79), 17,05% (27/38)
(figure 9).

La dominance du germe E.coli dans les prélevements de poulet de chair peut étre expliqué par
le type d’élevage de la filiere chair (en sol) qui expose le cheptel chair aux differentes
infections et indirectement aux surinfections colibacillaires, car E. coli est rarement un agent

d’infection primaire. Selon Borne (1998) et Donval (2006), il s’agit plutdt d’une bactérie
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opportuniste, comme elle peut aussi exprimer son pouvoir pathogene suite a I"intervention des

facteurs déclenchant qui peuvent étre d’ordre viral, bactérien ou simplement de stress.

Le germe E.coli est suivi par Proteus spp qui contamine a son tour les prélevements de

surface et les fientes avec respectivement des pourcentages de 15,18% (18/79), 23,68 (9/38).
A noter que les souches dEnterobacter spp prédominent dans les prélévements de surface
par rapport aux autres types de prélevement, soit 22,78% (18/79). Cela évoque clairement la
mauvaise pratique d"hygiéne ou le non-respect du protocole de désinfection vis-a-vis de ces
germes dans les centres avicoles étudiés. A une échelle plus élevée, les Escherichia coli sont
plus facilement véhiculées par la poussiére qui constitue une source importante de
contamination en élevage (Oyetunde et al., 1978). Ainsi, il a été démontré que la poussiére
présente dans les élevages, pouvait contenir jusqu’a 10° colibacilles par gramme (Gross,
1994).
Aussi chez la volaille, le plus important réservoir des E.coli est le tractus digestif, dont 10 a
15 % de la population colibacillaire appartient a des sérotypes potentiellement pathogénes.
Les concentrations sont de I’ordre de 10° colibacilles par gramme de matiére fécale. Les plus
grandes concentrations ont été retrouvées chez les animaux de moins de 3 semaines,
essentiellement au niveau du tractus digestif postérieur (Gross, 1994 ; Dho-moulin et
Fairbrother, 1999).

Dans notre étude, il a été enregistré aussi trois contaminations salmonelliques, la
premiére au cour de la période inter-bandes (prélevement de surface, 1,26% (1/79)), la
deuxiéme au début de la bande (poussin ponte, 5% (1/20)) et la derniére a la fin de la bande
(poulette demarrée, 16,66% (1/6)) (figure 9).

Pour la premiére contamination, cela pourrait indiquer la persistance de certains sérovars entre
deux bandes successives. Il est bien connu que les prélevements de poussiéres peuvent nous
renseigner sur I’état de contamination des précédentes bandes d’élevages (Arnold et al.,
2009). Le résultat de cette étude corrobore clairement cette conclusion. Et pour les deux
autres contaminations, plusieurs auteurs ont rapporté que certains facteurs de stress tels que :
les températures élevées au sein des poulaillers, le cycle de production d’ceufs, la mue, le
transport peuvent causer I’excrétion de Salmonella (Van de Giessen et al., 2006 ; Humphrey,
2006 ; Golden et al., 2008).

D’un autre coté, la proportion de prélevements positifs dans notre étude est tres faible. En

effet, seulement 03 isolements positifs sur un total de 254 analysés (1,18%). Ce résultat est en
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accord avec les études menées dans I’est algérien par Algroud et al. en 2009 sur la filiere
chair et Bouzidi et al. en 2013 sur la filiére ponte avec une fréquence d’isolement positif de
Salmonella de I’ordre de 1,66% et 0,68% respectivement. Cela pourrait étre expliquée par le
faible degré d’excrétion de Salmonella au moment de I’échantillonnage et/ ou I’excrétion
intermittente de Salmonella par les oiseaux infectés (Van Immerseel et al., 2004). Elle
pourrait étre également due a une compétitivité entre différents germes saprophytes qui
inhiberait ainsi la multiplication des germes pathogénes et ce par modification du milieu car
ces derniers sont plus exigeants que les germes saprophytes (Valanconny et al., 2001).

1.2. Sérotypes identifiés des salmonelles

Figure 10: Agglutination sur lame d’une | Figure 11: Les sérums polyvalents des
Salmonelle (OMA- et OMB+) Salmonelles OMA et OMB

Les trois isolats de salmonelles de notre étude ont été représentés par deux sérotypes
(figure 10 et 11), un par S. kentucky dans un batiment d’élevage de poule pondeuse apres sa
désinfection et les deux autres par S.worthingthon dans deux élevages : poussin ponte et de
poulette démarrée. Ces 2 sérotypes ne sont pas fréquents en Algérie. lls pourraient provenir de
I’environnement, poussins importés ou des autres especes animales, indiquant ainsi la grande
diversité des réservoirs potentiels de contamination par les souches non typhoidique de
Salmonella telles : aliments, eau, acces facile des autres espéces animales, contact humain et

autres.
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1.4. Repartition des souches en fonction de la région

Le tableau suivant représente la répartition des principales souches isolées en fonction des

six régions étudiées.

Tableau 5 : Répartitions des principales souches en fonction de la région

Région | Mostaganem | Mascara | Tiaret Relizane | Chlef Tissemsilt | Total
Espece
Escherichia | 75 26 34 07 01 02 145
coli
Proteus 17 08 13 04 01 01 44
Spp
Enterobacter | 11 09 06 03 02 01 32
Spp
Salmonella | 01 02 00 00 00 00 03
spp
Total 104 45 53 14 04 04 224
% 40,94 17,71 20,86 05,51 01,57 01,57 88,18

Le nombre de souches isolées, toutes especes confondues, est prédominant pour la
région de Mostaganem (40,94%) suivi de Tiaret (20,86%) et enfin de Mascara (17,71%).
Nous pouvons émettre, en tant qu’hypothése, que cette prédominance est due au hombre élevé

des prélevements au niveau des régions citées.

1.5. Antibiogramme

La sensibilité de I’ensemble des souches d’entérobactéries isolées a été testée vis-a-vis des 14

antibiotiques énumérés dans le chapitre matériel et méthodes. Des exemples d’antibiogramme

sont repris dans les figures 12 et 13.
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Diametres d"inhibition
Figure 12 : Résultats de I’antibiogramme d’une souche E. coli vis-a-vis de 14 antibiotiques

avec une résistance aux 9 antibiotiques

Les diamétres des zones d’inhibitions sont comparés avec ceux du tableau de lecture des
valeurs critiques des diameétres des zones d’inhibitions pour entérobacteries (espéce aviaire)
(OMS, 2014), (Annexe 3).

Diametres d”inhibition

Figure 13 : Résultats de I’antibiogramme d’une souche Salmonella spp. vis-a-vis de 14

antibiotiques avec une résistance aux 5 antibiotiques
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1.5.1. Antibiorésistance des principales souches étudiées aux antibiotiques testés
Les résultats obtenus font ressortir un taux élevé de résistance des espéces d’entérobactéries

isolées, parmi lesquelles on peut citer E. coli, Proteus spp, Enterobacter spp et Salmonella

Spp .

15.1.1. E. coli
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Figure 14: Pourcentage de résistance d"E.coli

AMP : Ampicilline, AMC : Amoxicilline+acide clavulanique, XNL : Ceftiofur, CEF:
Cefalotine, NA : Acide nalidixique, NX :Norfloxacine, ENR : Enrofloxacine, TE
Tétracycline, SXT : Triméthoprime+Sulfamétoxazole, N : Néomycine, CN : Gentamycine,

CT : Colistine, FT : Nitrofurantoine, C : Chloramphénicol.

Nos resultats mettent en évidence une haute résistance des E. coli isolées a
I’ampicilline dont le taux s’éleve a 82,75% (figure 14). Ces résultats sont largement
supérieurs a ceux rapportés par Hammoudi et Aggad (2008) dans I’ouest algérien qui révélent
un taux de résistance a I’ampicilline de 47 %. Par contre ils sont inférieurs a ceux rapportés
par El Houadfi et Zekhnini (2009) au Maroc (96%), mais sont proches a ceux enregistrés par

Messai et al. en 2013 dans I’est algérien (84,5%). Ce résultat est en relation avec une
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utilisation accrue de cet antibiotique a des fins thérapeutiques, surtout dans les élevages
avicoles des les 1°* jours de vie des sujets. Concernant I’amoxicilline+acide clavulanique, le
pourcentage de résistance est de 45,21 %. Il est inférieur a celui signalé par le réseau OMS
Algérien (61,53%), dans son 10°™ rapport d’évaluation de la résistance aux antibiotiques.
Cela est probablement di a la faible utilisation de cet antibiotique dans les régions étudiées.
Un faible taux de résistance des colibacilles est enregistré vis-a-vis de ceftiofur (7,58%) sans
doute en raison de I’introduction trés récente de cette molécule dans les antibiothérapies
appliquees aux elevages dans les régions étudiées. Ces résultats sont supérieurs a ceux
rapportés par Kechih en 2010 au niveau des laboratoires vétérinaires d’EL Tarf et de Draa
Benkhedda avec respectivement des pourcentages de 4% et 0%. Alors que la slovak
Drugdova a rapporté en 2013 un taux de résistance des colibacilles de 40% sur une étude de
deux ans concernant la filiére chair, ceci en relation avec une utilisation plus large et plus
ancienne des céphalosporines dans ce pays.

En revanche, des taux de résistances alarmants sont enregistrés vis-a-vis des quinolones
(I’acide nalidixique 90,34%) et des fluoroquinolones (I"enrofloxacine 80,68%, norfloxacine
72,41%). Ces résultats sont trés éloignés par rapport a ceux rapportés par le réseau de I’OMS
en Algérie dans son 14°™ rapport (2013) avec respectivement des pourcentages de 39,30% et
53,50% pour I’acide nalidixique et I"enrofloxacine, mais sont proches de ceux menés par
Saberfar et al. en Iran (2008) et Hafed et al. au Maroc (2016) pour I"enrofloxacine avec
respectivement 76% et76,38%.

Depuis I’introduction des quinolones en médecine vétérinaire durant les années 80, par les
molécules de premiére et deuxiéme génération (acide nalidixique ) puis celles de troisieme
génération, les fluoroquinolones (enrofloxacine notamment), leur utilisation a connu un essor
grandissant gréace a leur large spectre d’activité qui s’est élargi d’une génération a I’autre.
Aussi une fréquence de résistance tres élevée a été signalée dans notre étude pour les
tétracyclines (86,89%).Ces résultats sont en accord avec ceux rapportés par de précédentes
études réalisées en Algérie (Hammoudi et Aggad, en 2008, 82 %; Aggad et al., en 2010, 87
%), en France (Resapath en 2010, 84%) et au Maroc (Elhouadfi et Zekhnini, en 2009, 96% ;
Hafed et al., en 2016, 97,5%), Cela s explique par I’utilisation fréquente et ancienne de cette
molécule (1948) dans la thérapie avicole.

Les sulfamides ont connu également un taux de résistance élevé avec 73,79% pour le
triméthoprime+sulfamétoxazole ; ce qui concorde avec les résultats obtenus par : Aggad et
al., en 2010 (70 %). Ces résultats sont inférieurs a ceux rapportés par Rahmatallah et Nassik

au Maroc en 2013 (82,23%) ; ils sont par contre supérieurs a ceux menes par Jaouzi et al. en
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2003 au Maroc (68%) et par Resapath en France en 2010 (31%). Le taux elevé enregistre dans
notre étude serait probablement la conséquence de la trés grande prescription de cet
antibiotique utilisé actuellement notamment dans la prévention des salmonelloses.

Le pourcentage de résistance a la néomycine est de 80,68%, ce qui est proche a I’étude
rapportée par Saberfar et al. en 2008 (87 %). Neanmoins, Benameur et al. signalerent en 2011
dans la méme région un faible taux de résistance vis-a-vis de cette molécule (26,56%). Cette
progression serait probablement due & la large utilisation de cet antimicrobien dans les régions
étudiées.

Concernant la gentamycine, le taux de résistance est de 13,10 %. Il est a peu pres similaire a
celui signalé par Saberfar et al. en 2008 (12 %) et supérieur a ceux obtenus par Aggad et al. et
Resapath, en 2010 (3 %).

La colistine a commencé de devenir une molécule moins active contre les colibacilles qui ont
présenté un taux de résistance de 21,37%. Cela evoque clairement la rapidité de la
propagation du clone émergent, qui porte le géne mcr-1 (mediated colistin resistance gene),
confirmé récemment(2016) chez la volaille par Olaitan et al. & I’est Algérien(Skikda) et celui
trouvé chez I’homme par Yanat et al. (Bejaia) dans la méme année. Cette résistance
plasmique a la colistine est rapportée aussi au paravent en chine (Liu et al., 2015). Elle est en
rapport avec l'utilisation intempestive de cette molécule dans la thérapie avicole. La colistine
est souvent le dernier rempart pour traiter les infections a BMR. L'émergence de la résistance
plasmique a cet antibiotique dans notre contexte actuel, de résistance, (fréquence importante
d'isolement des EBLSE) représente une menace a prendre tres au serieux.

Les pourcentages de résistance des souches E. coli vers le nitrofurantoine et le
chloramphénicol sont de 17,24% et 22,75% respectivement. Cela peut s’expliquer par

I’utilisation et la vente non réglementaire de ces produits non homologués en Algérie.
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1.5.1.2. Proteus spp
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Figure 15 : Pourcentage de résistance de Proteus spp

Chez Proteus spp, il apparait que certains antibiotiques demeurant moins efficace
contre ce germe par rapport a leurs actions contre les souches d E.coli : acide nalidixique
(93,18%), enrofloxacine (86,36%), tétracycline (97,72%), triméthoprime+sulfamétoxazole
(77,27%), nitrofurantoine (88,63%), chloramphenicol (45,45%) (figure 15).

Aussi des taux de résistance aux certains antibiotiques inferieurs a ceux des souches
d’E.coli ont été enregistres: ampicilline (79,54%), amoxicilline+acide clavulanique (18,18%),
ceftiofur (2,27%), céfalotine (34,09%), norfloxacine (61,36%), néomycine (70,45%),
gentamycine (9,09%).

Notons également une augmentation du taux de résistance vis-a-vis de la colistine (65,90%) et
le nitrofurantoine (88,63%) due a une résistance naturelle des souches a cet antibiotique
(CA-SFM / EUCAST, 2014).
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1.5.1.3. Enterobacter spp
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Figure 16 : Pourcentage de résistance d” Enterobacter spp

Les souches identifiées d’Enterobacter spp ont présenté une résistance importante vis-
a-vis de céfalotine (84,37%), nitrofurantoine (75%), amoxicilline+acide clavulanique (75%),
I’ampicilline (68,75%), néomycine (62,50%) (figure 16).
Les faibles taux de résistance pour cette espéce sont observés avec 46,87% pour la
tétracycline, 34,37% pour le triméthoprime+sulfamétoxazole, 28,12% pour I’acide nalidixique
et la colistine, 18,75 % pour I’enrofloxacine, 15,62 % pour le ceftiofur, 6,25% pour la
norfloxacine et le chloramphénicol.
La gentamycine reste I’antibiotique le plus actif sur les souches d’Enterobacter spp avec une
sensibilité presque totale, le taux de résistance était de 3,12%.
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1.5.1.4. Salmonella spp
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Figure 17: Pourcentage de résistance de Salmonella spp

La resistance des salmonelles & la neomycine et aux tétracyclines est assez commune et a
concerné 66,66% (n=2) des souches isolées, tandis que 33,33% (n=1) des isolats ont été
résistants a la colistine, 100% (n=3) a I’acide nalidixique et seulement un isolat était résistant
aux flurogquinolones. Cette importante résistance a I’acide nalidixique n’est pas tres
surprenante, au regard de I’augmentation importante des résistances a cette molécule observée
dans beaucoup de pays au cours de ces dernieres années (Aarestrup et al., 2007).

Tous les isolats de salmonelles étaient résistants a au moins un antibiotique, alors que plus de
de la moitié des isolats était résistante a trois molécules ou plus, mais leur majorité concernait
les tétracyclines, qui sont d’anciennes molécules largement utilisées en premiére intention.
Cette résistance a été rapportée dans plusieurs études concernant la volaille et les produits
avicoles (Manie et al., 1998 ; Nayak et al., 2004 ; Elgroud et al., 2009, Bouzidi et al., 2013).
La resistance a ces molécules est assez connue et serait généralement due a un gene
plasmidique qui peut étre acquis assez facilement par les bactéries.

La présence d’isolats résistants aux fluoroguinolones est beaucoup plus inquiétante, car ces
molécules d’antibiotiques sont parmi les derniers recours pour le traitement des salmonelloses

humaines séveres. Cela pourrait étre lié a I’utilisation non prudente de ces molécules, pourtant
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assez cheres. Fort heureusement, aucune resistance n’a été enregistrée aux béta-lactamines
(ampicilline, amoxicilline +acide clavulanique), céphalosporines (ceftiofur, céfalotine),
sulfamides (triméthoprime+ sulfaméthoxasole), aminosides (gentamycine), phénicolés
(chloramphénicol). Alors qu’en 2013 le 14°™ rapport du réseau de surveillance de
I"antibiorésistance de I’OMS en Algérie a signalé des taux de résistances des salmonelles
élevés par rapport a ceux de notre étude avec de 26,4% , 5,4%, 2,4%, 11,7%, 5,4%, pour
I"ampicilline, 1"amoxicilline +l"acide clavulanique, le céfotaxime, le triméthoprime +
sulfaméthoxasole, le chloramphénicol respectivement ; néanmoins avec une sensibilité totale
vis-a-vis de la gentamycine. Ces résultats peuvent étre expliqués par I’utilisation modérée de
ces antimicrobiens.

D’un autre co6té, la pression de sélection exercée sur les souches bactériennes par les
differentes utilisations d’antibiotiques selon les praticiens et les endroits ; et I’instabilité
intrinseque de I’ADN extra-chromosomique pourraient expliquer I’hétérogénéité des isolats
quant a leurs profils de résistance.

Seulement le sérovars Kentucky était résistant & I’enrofloxacine (fluroquinolone de 3°™
géneration), ce résultat corrobore avec plusieurs études qui ont rapporté I’émergence du
sérotype Kentucky résistant aux fluoroquinolones a travers plusieurs pays tels que la France
(Weill et al., 2006), Slovénie (Majtan et al., 2006), Ethiopie (Molla et al., 2006 ; Aragaw et
al., 2007), Belgique (Collard et al., 2007), Maroc (Bouchrif et al., 2008) et Algérie (Bouzidi
et al., 2013). L’enquéte épidémiologique de I’institut Pasteur de paris a montré I’isolement de
ce clone de S. Kentucky résistant a la ciprofloxacine chez la volaille dans trois pays d’Afrique
(Ethiopie, Maroc, et le Togo) (Le Hello et al., 2011), suggérant ainsi la volaille comme

vecteur important de la dissémination de ce clone.
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1.5.2. Le traitement statistique des résultats

Tableau 6 : Analyse de variance: deux facteurs sans répétition d'expérience

Degré Valeur
Somme des de Moyenne critique
Source des variations carrés liberté  des carrés F Probabilité. pour F
Lignes (especes bactériennes) 51597.9107 3 17199.3036 34.534 4.576E! 2.8450
Colonnes (antibiotiques) 11462.875 13 881.75961 1.770 0.08408 1.9805
Erreur 19423.3393 39 498.034341
Total 82484.125 55

L’analyse du tableau de ’ANOVA montre que les colonnes (antibiotiques) ne sont pas
significativement différents. Par contre, les lignes (espéces bactériennes) sont différentes au
seuil 0.05. La probabilité critique est trés petite (4.576E1) (tableau 6).

Puisqu’il y a une différence entre les especes bactériennes, cherchons maintenant la source
des écarts. Nous utilisons le test LSD.

La comparaison des moyennes par le LSD donne les groupes suivants (tableau 7) :

Tableau 7 : Le test LSD

E.coli A

Proteus spp B
Enterobacter spp B C
Salmonella spp C

LSD : Least Square Différence / Différence des moindres carrés.

L’analyse statistique des résultats a montré qu’il n’y a pas de différence significative
entre les 14 antibiotiques testés sur les espéces dominantes au seuil de 0,05 ; cela est explique
par I’utilisation large et intempestive de ces antimicrobiens dans les régions étudiées. En
revanche I’analyse de variance de la résistance aux antibiotiques des 4 especes dominantes a
montré une différence significative au seuil 0,05. D’autre part la comparaison des moyennes
par le LSD a classifié les especes dominantes en trois groupes : E.coli se distingue dans un
premier groupe A, Proteus spp dans un deuxieme groupe B et Salmonella spp dans un dernier
groupe C, néanmoins Enterobacter spp a été considéré comme une espéece intermédiaire entre
Proteus spp et Salmonella spp. Cette apparence est due principalement au grand écart de

nombres des especes identifiees.
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1.5.3. Les antibiotypes de résistance de Salmonella spp

Tableau 8 : Les antibiotypes de résistance de Salmonella spp

Antibiotype Désignation N (%)

NX NA N A 1(33,33)
NX NA ENR TE B 1(33,33)
NX NA N TE XNL CT C 1(33,33)
Totale 03(100%)

N : Le nombre de souches, % : Le pourcentage.

Trois antibiotypes de résistance hétérogénes ont été enregistrés pour le germe
Salmonella. Cette hétérogénéité des profils de résistances est expliquée par le nombre réduit

des souches isolées dans notre étude (tableau 8).

1.5.4. Pourcentage de la multirésistance d"E.coli
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Figure 18 : Pourcentage de la multirésistance d’E.coli
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100% d’isolats d"E.coli ont éte trouvés résistants a au moins un antibiotique, alors que
plus de trois tiers des isolats étaient résistants a au moins sept antibiotiques et plus de la
moitié des souches concernaient huit antibiotiques ou plus. Ces taux sont supérieurs a ceux
signalés par Benameur et al. en 2011 dans son étude dans le méme zoning qui sont de 100%,
48,25%, 19,81% pour au moins 1, 7, 8 antibiotiques respectivement. Cette évolution de
multirésistance peut étre expliquée par I’utilisation massive de plusieurs antimicrobiens
durant la méme bande d’élevage, ce qui exerce une pression de sélection sur les colibacilles

qui deviennent multirésistants. (figure 18).

1.5.5. Les antibiotypes de résistance d’E.coli

Tableau 9 : Les antibiotypes de résistance les plus frequents d’E.coli

Antibiotype Désignation N (%)
NA, TE, ENR A 5(3,44)
NA, TE, ENR, AMP B 7(4,82)
NA, TE, ENR, AMP.SXT C 8(5,51)
NA, TE, ENR, AMP, SXT, NX D 28(19,31)
NA, TE, ENR, AMP, SXT, NX, AMC E 20(13,79)
NA, TE, ENR, AMP, SXT, NX, AMC, CEF F 16(11,03)
NA, TE, ENR, AMP SXT, NX, AMC, CEF, N G 7(4,82)
NA, TE, ENR, AMP, SXT, NX, AMC, CEF, N, C H 4(2,75)
NA, TE, ENR, AMP, SXT, NX, AMC, CEF, N, C, CN | 3(2,06)
NA, TE, ENR, AMP, SXT, NX, AMC, CEF, N, C,CN, FT J 2(1,37)
NA, TE, ENR, AMP, SXT, NX. AMC, CEF, N, CT, XNL K 1(0,68)
NA, TE, ENR, AMP, SXT, NX, AMC, CEF, N, XNL L 1(0,68)
Totale 102(70,34)

N : Le nombre de souches, % : Le pourcentage.

Les colibacilles isolés dans notre étude ont plus de quarante différents antibiotypes
de résistance, le tableau ci-dessus contient les plus fréquents. On remarque que presque la

presque la moitié des colibacilles isolés dans notre étude 44,13% (64/145) (tableau 9).
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Ces antibiotypes contenaient les béta-lactamines (AMC, AMP, CEF), les quinolones (NA), les
fluoroquinolones (ENR, NX), les tétracyclines (TE), les sulfamides (SXT). C’est une co-
résistance vis-a-vis des molécules d’antibiotiques appartenant a des familles largement
utilisees dans la thérapie avicole. Benameur et al. dans une étude récente (2016), sur 102
souches d"E.coli isolées a partir des poulets de chair sains dans la méme région ont signalé
que presque un tiers de leurs isolats ont été multirésistants aux mémes familles d"antibiotiques
qu’on a testé.

1.5.6. Les souches productrices de BLSE
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Figure 19 : Pourcentage des souches productrices de BLSE
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AMC XNL(C3G)

Figure 20 : profil de résistance d’une souche E.coli suspect BLSE

(Diametre réduit vis-a-vis de I’XNL a coté de I"’AMC centre a centre « test de synergie »).

XNL : ceftiofur, AMC : amoxicilline + acide clavulanique; (une grande déférence entre les
diametres d"inhibition des deux disques d"antibiotiques >> 5 mm).

Figure 21 : Confirmation par DDST d"une souche E.coli BLSE
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Dans notre travail aucune souche Salmonella n’a été confirmée comme productrice de
BLSE. En revanche cinq isolats d"E.coli ont présenté des diamétres réduits vis-a-vis de
ceftiofur (C3G) avec absence de I’image de synergie entre les deux disques d’antibiotiques
AMC et XNL (figure 20). Cependant elles ont éte trouvés productrices de BLSE apres leur
confirmation par la méthode de double disque (figure 21). Elles ont présenté un pourcentage
de 1,96% (5/254) (figure 19). Ce pourcentage est largement inférieur a celui rapporté par
Belmahdi et al. en 2016 dans la région de Béjaia (32,78%).Ce grand écart est expliqué par
I’apparence des méthodes d’isolement des souches d E.coli, car Belmahdi et al. ont utilisé la
méthode d’isolement sélective par I’addition de C3G au milieu d’enrichissement ce qui
augmente les chances d’isoler un pourcentage assez élevé des souches productrices de BLSE.
En revanche, Parvez et al. en 2016 au Bangladesh ont rapporté dans leur étude un pourcentage
nul des colibacilles d’origine avicole résistants a I"amoxicilline +acide clavulanique, apres
qu’ils aient donnés des résultats DDST (Double-disc synergy test) négatifs. Mais les résultats
de PCR ont montré la présence de génotype bla tem dans toutes les souches. Cela s"explique
par I’acquisition de ces souches d’un inhibiteur de phénotype de résistance qui a inhibé I’effet
synergique de I’acide clavulanique. Selon Parvez et al., cet inhibiteur de phénotype de
résistance est transférable entre les espéces bactériennes via les plasmides, ce qui le rend une

menace réelle pour la santé animale et humaine.
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1.5.7. Sensibilité des souches productrices de BLSE aux antibiotiques
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Figure 22 : Pourcentages de résistances des souches productrices de BLSE aux différents
antibiotiques

En plus de leur résistance aux céphalosporines de 3éme génération, les souches E.coli
BLSE ont présenté des co-résistances vis-a-vis des autres beéta-lactamines, quinolones,
fluoroquinolones, sulfamide, tétracyclines et aminosides. Elles ont eu un taux de résistance
de 80% pour chaque molécule suivantes : ampicilline, amoxicilline + acide clavulanique,
ceftiofur, acide  nalidixique, norfloxacine,  enrofloxacine,  tetracycline et
triméthoprime+Sulfamétoxazole; et un pourcentage de 60% concernant le céfalotine et la
néomycine.
Seulement 20% pour la colistine et le chloramphenicol a été enregistré, mais la quasi-totalité
des souches BLSE ont été sensible aux gentamycine et nitrofurantoine.
Cette multirésistance est en rapport avec I’utilisation abusive d’antibiotiques a large spectre.
Il est actuellement prouvé que l'utilisation des antibiotiques, notamment les céphalosporines
de 3°M¢ génération dans un but thérapeutique est le facteur de risque le plus important dans le
développement de résistances bactériennes (Rubin et Samore, 2002), et est devenue un

probléme majeur de santé publique.
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Résultats et discussion Partie expérimentale

Des génes de resistances a différentes familles d’antibiotiques sont décrits comme présents
sur un méme plasmide, représentant ainsi un mode de diffusion efficace de plusieurs
mécanismes associés (Leotard et Negrin, 2010). Cette dissémination de la multirésistance et
cette diffusion des génes de résistance sont liées a I’existence d’éléments génétiques mobiles
entre bactéries d’une méme espece ou d’especes différentes, ainsi qu’a I’existence de
structures génétiques permettant de cumuler de nombreux genes de résistance au sein d’une
méme souche (Skurnik et Andremont, 2006).
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Conclusion

Les résultats de cette étude révelent d’abord une certaine diversite pour les espéces
d’entérobactéries identifiées d’origine aviaire, mais I’espece E.coli domine dans la fréquence
d’isolement avec un pourcentage de 57,08%, sans omettre I’espece la plus pathogene dans
I’aviculture Salmonella spp dont le pourcentage est de 1,18%, avec la dissémination de deux

serotypes : S.kentucky et S.worthingthon.

Nous avons noté un pourcentage de résistance alarmant des colibacilles testés vis-a-vis des
quinolones de premiere génération (acide nalidixique) avec un taux de 90,34%, ce sont des
molécules a large spectre d’activité considérés comme produits de recours utilisés en

premiere intention dans la thérapie aviaire.

Les taux de résistances sont aussi importants pour la tétracycline (86,89%), I’ampicilline
(82,75%) et 80,68% pour I’enrofloxacine et la néomycine, Ce sont des produits tres utilisés
dans I’espéce aviaire vu de leurs disponibilités avec des prix abordables sur le marché des

médicaments vétérinaires en Algérie.

Les pourcentages de la résistance aux molécules interdites dans le domaine vétérinaire sont
remarquables pour la nitrofurantoine (17,24%) et le chloramphénicol (22,75%). Cela est peut
étre due a I’utilisation non réglementaire de ces antibiotiques dans les régions étudiées.

Les colibacilles ont commence a devenir insensibles a la colistine. Le taux de résistance est
de 21,37%. Cela est expliqué par le début de la dissémination de cette résistance bactérienne
récemment découverte en Algérie.

Notre étude a permis de révéler un taux trés élevé concernant la résistance individuelle
d’E. coli (100% des isolats sont résistants a au moins un antibiotique) ainsi que pour la
multirésistance (97,24% et 95,86% des isolats résistants pour au moins 2 et 3 antibiotiques
différents respectivement) pour les isolats analyseés.

Cette étude porte a notre connaissance que les isolats de salmonelles étaient souvent résistants
a au moins un antibiotique, mais essentiellement aux quinolones (acide nalidixique), et aux
anciennes molécules telles que les tétracyclines. Ce travail nous a rapporté aussi I’isolement
de S.kentucky resistant aux fluoroquinolones, qui a été récemment trouvé comme clone
émergent dans certains pays du nord-Africain.

Les taux de la résistance sont aussi remarquables pour les autres especes des entérobactéries.
La recherche phénotypique d’entérobactéries productrices de BLSE a permis de révéler cing

souches d’E.coli avec un pourcentage del,96% (5/254). De plus, la majorité de ces souches
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EBLSE présentent des niveaux de résistance éleves a la plupart des classes d’antibiotiques
testés (co-résistance), a I’exception de la gentamycine qui reste active sur toutes les souches
étudiées. Ce qui est surprenant dans cette étude, ce sont des isolats associant les phénotypes
BLSE et colistine R.

Au terme de cette étude exploratrice, il apparait clairement que I’évolution de la résistance
aux différentes classes d’antibiotiques utilisés dans les élevages avicoles est accompagnée de
I’occurrence de I’association de plusieurs mécanismes de résistances, en raison de I’usage
abusif et irraisonné de ces antimicrobiens exercant ainsi une pression élevée de sélection de

souches résistantes.

Cette étude ne reste que préliminaire. Elle pourrait étre complétée par des recherches
génotypiques plus profondes, pour tracer avec précision la persistance et la diffusion des
génes de résistances et particuliérement celles des souches multi-résistantes, afin d’espérer

diminuer leur incidence en santé publique.
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Recommandations

A la lueur des conclusions de cette étude, il nous parait nécessaire de suggérer I’adoption de
certaines mesures qui permettraient de lutter contre I’émergence et la persistance des
résistances bactériennes aux antibiotiques qui présentent une menace réelle pour la santé

publique :

1. La mise en ceuvre d’une antibiothérapie réfléchie et raisonnée tenant compte des
profils de résistances des bactéries isolées.

2. L’organisation de I’utilisation anarchique des antibiotiques chez les animaux : utiliser
moins et mieux les antibiotiques et qu’apres prescription par le vétérinaire.

3. Il serait intéressant de réaliser une étude épidémiologique a I’échelle nationale impliquant
la majorité des régions du pays, et sur une banque de souches assez importante en humaine
et en aviaire qui permettrait de maitriser les souches multi-résistantes.

4. 1l est temps aux scientifiques et chercheurs de trouver de nouvelles approches pour la
thérapie a part les antibiotiques (soit des nouvelles molécules antibactériennes, soit la
phagothérapie, soit des extraits de plantes médicinales,....... ), afin de franchir toutes les

impasses thérapeutiques.
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Annexe 1: Composition des milieux utilisés

1. Milieu de pré-enrichissement

L’eau peptonée tamponnée

Composition :

-Peptone

-Chlorure de sodium(NaCl)
-Hydrogénophosphate disodique dodécahydraté (Na HPO-12HO)
(ou hydrogénophosphate disodique anhydrate (Na HPO)
-Dihydrogénophosphate de potassium (KHPO)
-Eau

2. Milieu d’enrichissement

SFB : Bouillon sélinite de sodium
Composition :

-Tryptone

-Lactose

-Hydrogénophosphate disodique dodécahydraté(Na HPO-12HO)
-Hydrogénosélénite de sodium(NaHSeO)

-Eau

3. Milieu d’isolement

A-Gélose hecktoen

Composition :

-Peptone

-Extrait de levure

-Sels biliaires

-Lactose

-Saccharose

-Salicine

-Chlorure de sodium(NaCl)

-Thiosulfate de sodium

-Citrate ferrique ammoniacal

-Bleu de bromothyl

-Fuschine acide 40 mg a

10g

59

99

3,50
15¢9
1000 mi

59
49
10 ¢
49
1000 ml

129
39
99
129
12 ¢
29
59
59
15¢
65 mg
100 mg



-Agar 13,59
-Eau(5.1.1) 1000 ml
B-Gélose nutritive :

Composition :

-Peptone 15¢g
-Extrait de viande 19
-NaCl 50
-Agar 15¢g
-Eau distillée 1000 ml
-PH7

C-Gélose Mac Conkey :

Composition :

-Gelysate 17¢g
-Polypeptone 30
-Lactose 10g
-Sels biliaires 59
-Chlorure de sodium 59
-Gélose 125¢g
-Rouge neutre 0,04 g
-PH 7,4

4. Milieux d’identification

4.1. Gélose de glucose- lactose- saccharose- H2S/TSI

La gélose TSI est un milieu d’identification rapide pour les entérobactéries. Il permet de
mettre en évidence la dégradation du glucose (avec ou sans dégagement de gaz), du lactose,
du saccharose et la production d’H2S.

Composition :

-Peptone de viande

-Proteose peptone 159
-Extrait de viande 5¢
-Extrait de levure 39
-Glucose 39
-Saccharose 19
-Lactose 10g

-Citrate de fer ammoniacal 0,39



-NaCl 5¢

-Thiosulfate de sodium 0,39
-Rouge de Phénol 0,059
-Agar 18g
-Eau distillée 1000ml
-pH =7,4

4.2. Citrate de Simmons

Composition :

-Ammonium dihydrgenophosphate 19
-Phosphate dipotassique 19
-NaCl 59
-Citrate de Na 29
-Sulfate de Mg 0,29
-Bleu de bromothymol 0,089
-Agar 189
-Eau distillée 1000ml
-pH =6,6

4.3. Mannitol mobilité

Milieu utilisé pour la mise en évidence de la mobilité et de I’utilisation du mannitol.

Composition :

-Peptone trypsique de viande 209
-Mannitol 29
-Rouge de phénol 4ml
-Agar 4q9
-Eau distillée 1000ml
-pH =7,8

4.4. Milieu Urée-Indol

Composition :

-L-tryptophane 0,39
-KH2PO4 0,1g
-K2HPO4 0,1g
-Nacl 0,59
-Urée 2,09

-Alcool a 95° 1,09



-Rouge de phénol a 1%

-Eau distillée

4.5. Milieu LDC

Composition :

-L-lysine (monochlorhydrate)
-extrait de levure

-Nacl

-Glucose 1g

-Bromocrésol pourpre (1,69/100ml alcool a 95°)
-Eau distillée

4.6. Milieu ODC

Composition :

-L-ornithine (monochlorhydrate)
-Extrait de levure

-Nacl

-Glucose

-Bromocrésol pourpre (1,69/100ml alcool a 95°)
-Eau distillée

4.7. Milieu ADH

Composition :

-L-arginine (monochlorhydrate)
-extrait de levure

-Nacl

-Glucose

-Bromocrésol pourpre

-Eau distillée

5. Milieu pour I’antibiogramme :
Mueller Hinton :

Composition :

-Extrait de viande

-Hydrlysat acide de caseine
-Amidon

-Agar

-Eau distillée

0,259
100ml

59
39

59

iml
1L

59
39
59
19
Iml
1L

59
39
59
19
Iml
1L

39
17,59
1,59
16 g
1000ml



Annexe 2 : Tableau de liste des antibiotiques a testés pour les entérobactéries dans le domaine
vétérinaire (OMS, 2014).

Famille Antibiotique Charge (ng)
Ampicilline 10
Béta-lactamines Amoxicilline +acide clavulanique * (20/10)
cefalotine 10
Ceftiofur* / Céfotaxime 30
Tétracyclines Tetracycline 30
Fluméquine / Acide nalidixique 30
Quinolones Enrofloxacine 5
Marbofloxacine 5
Norfloxacine 10
Danofloxacine 5
Aminosides Néomycine / kanamycine 30
Gentamycine** 10
Polypeptides Colistine 10
Sulfamides Sulfisoxasole 30
Triméthoprime +Sulfaméthoxazole 1,25/ 23,75
Furanes Nitrofurantoine** 300
Phénicolés Chloramphénicol** 30

* Antibiotique testé seulement pour la recherche des béta-lactamases

** Antibiotique testé uniqguement dans le cadre de I’épidémio-surveillance




Annexe 3 : Tableau de lecture des valeurs critiques des diametres des zones d’inhibitions
pour entérobactéries (Espéce aviaire) (OMS, 2014).

Conditions du test

Milieu : Gélose Muller-Hinton

Inoculum : Colonies en suspension, 0,5 Mc Farland

Antibiotiques testés

Charge des disques

Diamétres critiques (mm)

(ng) R I S
Ampicilline 10 >13 14-16 <17
Amoxicilline +acide clavulanique (20/10) >13 14-17 <18
céfalotine 10 >14 15-17 <18
Ceftiofur / Céfotaxime 30 >17 18-20 <21
Tétracycline 30 >14 15-18 <19
Fluméquine / Acide nalidixique 30 >13 14-18 <19
Enrofloxacine 5 >16 17-20 <21
Marbofloxacine 5 >14 15-19 <20
Norfloxacine 10 212 13-16 <17
Danofloxacine 5 - - <22
Néomycine / kanamycine 30 >13 14-17 <18
Gentamycine 10 >12 13-14 <15
Colistine 10 - - -
Sulfisoxasole 30 >12 13-16 <17
Triméthoprime +Sulfaméthoxazole 1,25/ 23,75 >10 11-15 <16
Nitrofurantoine 300 >14 15-16 17
Chloramphénicol 30 >12 13-17 18




Annexe 4: Valeurs limites des diameétres des zones d’inhibition pour la souche de référence

utilisee pour le contréle de qualité « Souche E. coli ATTC 25922 » (OMS, 2014).

Antibiotiques testes Charge des disques Diametres critiques (mm)
(ng)
Ampicilline 10 16-22
Amoxicilline +acide clavulanique (20/10) 18-24
Céfalotine 10 15-21
Ceftiofur 30 26-31
Céfotaxime 30 29-35
Tétracycline 30 18-25
Acide nalidixique 30 22-28
Enrofloxacine 5 32-40
Marbofloxacine 5 29-37
Danofloxacine 5 29-36
kanamycine 30 17-25
Gentamycine 10 19-26
Colistine 10 11-17
Sulfisoxasole 30 15-23
Trimethoprime +Sulfaméthoxazole 1,25/ 23,75 23-29
Nitrofurantoine 300 20-25
Chloramphénicol 30 21-27




Annexe 5 : Résistance naturelle chez les principales espéces d’entérobactéries selon
Le CA-SFM / EUCAST (European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing) en
octobre 2014.

Espéces AM AMC Cl1G GM TET COL FT

Klebsiella spp.

Escherichia hermanii

Citrobacter koseri

Citrobacter freundii

Enterobacter cloacae

Enterobacter aerogenes

Hafnia. alvei

| | U O O O Ol X

| | | O O
x| | W| B| O

Serratia marcescens

Proteus mirabilis R R R

)
Pu)
Pu)

Proteus vulgaris, et

proteus penneri

Morganella morganii

Providancia stuartii

Providancia rettgeri

A ATl O A

A ATl O A

| XV AW T
Pu)

Yersinia enterocolitica

R : résistance naturelle ; AM : aminopénicillines ; AMC : amoxicilline + acide clavulanique ;
C1G : céphalosporines de 1 génération ; GM : gentamycine ; TET : tétracyclines ; COL :

colistine ; FT : nitrofuranes.

Annexe 6 : Test d’oxydase

Test d’oxydase négatif (aucun virage au Test d’oxydase positif (virage de couleur vers

couleur). le violet).




Annexe7 : Conduite du serotypage des Salmonella (David Schneider, 2008)

1. Vérifier que la souche n’est pas auto-agglutinable
= tester la souche en eau physiologique

— T

2. Déterminer le groupe

= rechercher les Ag O majeurs en testant
d’abord les antisérums O mélanges « OM »

Réaliser un nouvel isolement et recommencer

e S~

OMA + le groupe est
A /B D, EoulL

l

= Tester les antisérums mono, di ou

trivalents en les essayant dans I’ordre
de fréquences des groupes (voir

tableau de Kauffmann-White)

OMB + le groupe est
C,F,GouH

OMA -et OMB -

N

Rechercher I’antigene d’enveloppe
=tester la souche avec I’antisérum Vi

Groupe B — Anti O 4,5
Groupe D - Anti 0 9
Groupe E = Anti 0 3,10,15
Groupe A - Anti 01,2

Groupe C - Anti 0 6,7,8

Si agglutination :
- Orienter vers S. typhi, S.

paratyphi C ou S. dublin
- Eliminer 'Ag Vi en
chauffant une partie de la
culture 10 min a 100°C,
-Recommencer le
Sérogroupage.

3. Determiner le serotype au sein du groupe :

= rechercher les Ag H en utilisant les antisérums les mieux
adaptés au groupe en suivant également I’ordre de fréquence

des sérotypes et en commencant par la phase 1.

4. Envoyer au centre de référence des Salmonella (Institut

Pasteur) pour confirmation du sérotype.




Annexe 8 : Profils biochimique d"E.coli sur galerie API 20E et galerie classique

- mm ™ um i .
Profils blochlmlque d"E.coli sur galerie API 20E
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Annexe 9 : Profils biochimique de Salmonella spp. sur galerie API 20 E et galerie classique
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Annexe 10 : Caractéres culturaux d’Escherichia coli

Les colonies d"E.coli sur milieu BCP sont
jaunes lisse a bords réguliers

Les colonies d"E.coli sur milieu Mac-conkey
sont lactose +, roses, rondes a aspect lisse

Annexe 11 : Caractéres culturaux de Salmonella spp

Les colonies de Salmonella spp sur milieu

Hektoen (HK) sont apparus rondes, lisses
(Smooth : S) a bords réguliers et un diametre
de 2 a 3 mm, vertes a nuances bleuétres et a
centres noirs

Les colonies de Salmonella spp sur milieu
Mac-conkey sont apparus lisses, a bord
réguliers et de couleur créeme




Annexe 12 : L aspect des entérobactéries apres coloration de Gram (-)

Image de visualisation microscopique des entérobactéries a Gram (-)

Annexe 13: Photos de quelques matériel utilisés

Etuve (pour incubation)

Agitateur type vortex (pour
homogénéisation)

Distributeur des disques d’antibiotiques




Annexe 14: Les différentes étapes d’identification par MALDI-TOF MS

Dépo6t d’une seule colonie bactérienne dans
Le MALDI-TOF MS, VITEK, Bio Mérieux chaque spot de la plaque métallique

Traitement des données avec le logiciel
Introduction de la cible dans I’appareillage Biotyper 2.0




