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Résumé
39 souches d’entérobactéries ont ¢té isolées chez le poulet de chair et ont été examinées pour
la sensibilité vis-a-vis des antibiotiques d’importance humaine et vétérinaire. In vitro, I’activité
de 16 molécules d’antibiotiques contre les isolats a été¢ déterminée par le test de diffusion sur
gélose. Le taux de résistance le plus haut est observé a D’encontre de Tétracycline
(100%),ceftazidime et acide nalidixique(79.31%) ,amoxicilline et ofloxacine(72.41%). Des
niveaux de résistance moyens sont enregistrés vis-a-vis de la colistine sulfate (62.07%).Tandis
qu’une faible résistance est signalée pout la céfotaxime, la ciprofloxacine et la
levrofloxacine(27.59%),la cefoxitine (20.69%),la gentamicine(17.24%) ,le Chloramphénicol
(13.79%), P’amoxicilline-acide clavulanique et I’aztréonam (10.34%), [’imipenéme(6.90%),
fosfomycine (0.00%).

Mots clés : Entérobactéries, antibiorésistance, , volaille.

Abstract

39 strains of Enterobacteriaceae were isolated from broiler chickens, were examined for
susceptibility to antimicrobial of human and veterinary significance. In vitro, antibiotic activities
of 16 antibiotic substances against the isolates were determined by disc diffusion test.
Antibiogram revealed a high level of resistance to Tétracycline (100%), ceftazidime and acide
nalidixique (79.31%) , amoxicilline and ofloxacine (72.41%). Mean resistance levels were
recorded for Colistine sulfate (62.07%).While low resistance is reported for céfotaxime and
ciprofloxacin and Levofloxacin (27.59%), cefoxitine (20.69%), Gentamicin (17.24),
Chloramphenicol (13.79%), amoxicillin-acid clavulanic and aztreonam (10.34%),Imipéneme
(6.90%), Fosfomycine (0.00%)

Key words: Enterobacteriaceae, antibioresistance, , poultry.
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Introduction

Grace a leur richesse en protéines, les produits alimentaires d’origine animale sont
largement consommés a travers le monde. Ils prennent une place importante dans notre

alimentation quotidienne.

Cependant, la qualité¢ bactériologique de ces aliments n’est pas toujours assurée du moment
qu’ils peuvent héberger de nombreux germes pathogénes pouvant étre a I’origine de graves toxi-

infections alimentaires (Chenouf et al., 2016).

En fait, les gastroentérites a Salmonella représentent une des causes principales de toxi-infections
alimentaires dans les pays développés et de mortalit¢ infantile dans les pays en voie de
développement. Selon 1’organisation mondiale de la sant¢ (OMS, 2013), les pays en voie de
développement sont les plus touchés par de maladies alimentaires entre autres les salmonelloses.
Les salmonelloses occupent une place prépondérante par le nombre de sérotypes et

d’intoxications provoquées(Coulibaly et al., 2010).

Le poulet de chair est le principal type de volaille consommé dans de nombreux pays du
monde, y inclut I’ Algérie. Malgré les efforts des ¢éleveurs de volailles a travers le monde, le taux
de contamination de la volaille vivante par Salmonella spp. reste toujours tres €levé. A 1’échelle
globale, il a été estimé que la majorité des épidémies de salmonelloses implique le poulet comme
moyen de transmission (Greig et Ravel 2009). Ceci constitue une préoccupation majeure dans la

filiere avicole (Corrége, 2001).

Avec I’émergence de souches de plus en plus résistantes aux antibiotiques depuis le début des
années 1990, des souches de salmonelles ont acquis progressivement les génes de résistance aux
antibiotiques majeurs utilisés en médecine humaine et vétérinaire, laissant craindre la perspective
d’impasse thérapeutique pour les infections les plus sévéres (Silva et Le Hello, 2012).L’existence
de souches multi-résistantes aux antibiotiques responsables de gastroentérites aggrave le

probléme de santé publique que constituent les salmonelloses.

Des études menées dans plusieurs pays, montrent que ces bactéries développent une
résistance a certains antibiotiques, et face a cette situation, ces pays ont ¢laboré des réseaux de
surveillance sur la résistance aux antibiotiques. En Algérie, plusieurs travaux ont été menés dans
ce sens. On cite a titre d’exemple :Achek et al., 2012 ;Chenouf et al., 2016 et Djeffal et al., 2018.

1
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A TDinstar de ces travaux, nous nous sommes intéressés a 1'étude de la résistance aux
antibiotiques des souches de Salmonella spp d'origine aviaire en Algérie et plus précisément dans
la région de Djelfa. Elle a pour objectifs :

e [’isolement et I’identification des salmonelloses chez des abats de poulets de chair récoltés
dans la région Djelfa ;
e [’¢évaluation du profil de D’antibioresistance des salmonelles isolées vis-a-vis d’une

collection de molécules d’antibiotiques.
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Synthése bibliographique « Généralité sur les salmonelles »

1. Historique

Les salmonelles sont des entérobactéries, nommées ainsi en l'honneur du médecin

vétérinaire américain Daniel Elmer Salmon (Bergeron, 2009).

En 1880, Eberth observe le bacille de la typhoide dans des coupes de rate et de ganglion
dont la culture de la bactérie a été possible en 1884 par Gaftky. Le genre Salmonella a été utilisé
aprés que le bactériologiste américain Daniel Salmon avait isolé en 1886 avec quelques
collégues, une bactérie provenant du porc (maintenant connu comme Salmonella Cholercesuis)
qui était considérée comme €tant la cause de la fievre porcine (choléra du porc). En 1896, Widal
a mis en évidence la diversité antigénique des souches de salmonelles a 1’aide d’un nouveau test
qu’il a appelé le sérodiagnostique. Depuis, de nombreux sérovars sont identifiés (Grimont et al.,

2000; Camart-perie, 2006).

2. Taxonomie et nomenclature

Les salmonelles sont des bactéries de la famille des Enterobacteriaceaec et du genre
Salmonella. Elle représente certainement le genre le plus complexe et le plus vaste de la famille
des Enterobacteriaceae. Sa classification a fait I’objet de beaucoup de modifications et de
controverses ces dernieres années. Elle repose notamment sur le schéma de Kauffmann-White qui
tient compte des caractéres antigéniques O (paroi), H (flagelle), Vi (capsule), auxquels les
données biochimiques et moléculaires (hybridation ADN-ADN) ont été ajoutées (Grimont et al.,

2000).

Selon le Bergey's Manuel (2001), le genre salmonella fait partie de la famille des
Enterobacteriaceae, de 1'ordre des Enterobacteriales, de la classe des Gamma-protéobacteria et du

Phylum des Proteobacteria (Scaria et al., 2008).

Comme indique la derniére nomenclature qui refléte les avancées récentes en taxonomie, le
genre Salmonella se divise en deux especes bien distinctes (Agasan et al., 2002): la premicre est
Salmonella enterica, espéce majoritaire, qui se divise en six sous-especes: enterica, salamae,

arizonae, diarizonae, houtenae et indica (Popoff et al., 2004; Tindall et al.,2005). La sous-espece
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S. enterica subsp enterica est-elle méme divisée en plusieurs sérovar (figure 1): Dublin,

Enteritidis, Infantis, Paratyphi, Typhi, Typhimurium, Virchow, ...etc. (Aubry, 2013).

La deuxiéme espece est Salmonella bongori qui correspond a 1’ancienne sous-espéce V de S.

enterica et ne représente qu’ 1% du genre, rarement isolée (Barrow et Methner, 2013).

Les sérovars s’écrivent avec une majuscule et en caractére romain (non italique) pour
indiquer qu’il s’agit bien d’un sérovar et non pas d’espece (Brenner et al., 2000). Ainsi, le
sérotype Typhimurium par exemple, s’écrit: Salmonella enterica subsp. enterica sérovar
Typhimurium ou de fagon plus concise Salmonella Typhimurium ou S. Typhimurium (Korsak et

al., 2004).
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S. heidelberg

Figure 1: Taxonomie de Salmonella (Langridge et al., 2005).
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3. Caractéres bactériologiques
3.1. Caracteres morphologiques

Les bactéries du genre Salmonella sont des bacilles a Gram négatif, non sporulants,
généralement mobiles grace a des flagelles péritriches a 1’exception de certains sérovars aviaires:
S. Gallinarum et S. Pullorum (Andino and Hanning, 2015). Ces batonnets varie entre 2.0 et 5.0
um de longueur sur 0,7 a 1,5 um de largeur (Korsak et al., 2004; Moreno et al., 2009).

3.2. Caractéres culturaux

Les salmonelles sont des bactéries mésophiles, peu exigeantes d’un point de vue
nutritionnel. Elles peuvent se cultiver sur milieu ordinaire contenant des extraits de viande (Le
Minor et Richard, 1993). Elles sont a¢ro-anaérobies facultatives. Aprés une période de 18 a 24
heures d'incubation a 37 © C sur un milieu ordinaire et de pH compris entre 6.5 a 7.5, les colonies
obtenues ont un diamétre de 2 a 4 mm a I’exception de certains sérovars donnant toujours des
colonies naines tel que: S. Abortusovis et S. Abortusequi (Legiot et al., 1993; Bourgeois et al.,

1996).
3.3. Caracteéres biochimiques

Les caracteres permettant 1’identification biochimique du genre Salmonella sont I’absence
d’uréase, de tryptophane désaminase, mais également 1’absence de production d’indole et
d’acétoine. Elles réduisent les nitrites en nitrates, peuvent utiliser le citrate comme seule source
de carbone, et fermentent le glucose. Cependant, elles ne fermentent ni le lactose ni le saccharose.
Par ailleurs, elles produisent du gaz a partir du glucose (sauf Salmonella Typhi). La réaction au

test a I’oxydase est toujours négative (Korsak et al., 2004).

En résumé, les caracteres biochimique de la majorité des souches de Salmonella isolées chez
I’homme et les animaux a sang chaud, appartenant a la sous-espece I sont présentées dans le
tableau 1 .Les deux espéces du genre Salmonella peuvent étre différenciées par leur caracteres
biochimiques : Salmonella bongori ne fermente pas le sorbitol, contrairement a Salmonella
enterica, et a I’exception de la plupart des souches de cette derniere, elle se cultive sur un milieu

contenant du KCN.
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Les six sous-especes de 1’espéce Salmonella enterica peuvent aussi étre identifiées et

différenciées par leurs caracteres biochimiques (Korsak, 2004).

Tableau 1: Caracteres biochimiques de Salmonella

Tests Réaction | Tests Réaction
Motilité(1) + Fermentation de
Réduction des nitrates + Glucose avec gaz (2) +
Oxydase - Mannitol +
Catalase + Maltose +
Uréase - Lactose (3) -
Indole - Saccharose (3) -
Production d’H,S + Salicine -
Utilisation du citrate + Adonitol -
Rouge de méthyle + Dulcitol +
Vogue — Proskauer - Lysine décarboxylase (3) +
Gélatinase -1+ Arginine dihydrolase +
ONPG (4) -/+ Ornithine décarboxylase +
Tétrathionate réductase + Désaminase de la phénylalanine -

Source : Gledel (1996).
(1) Sauf' S. Gallinarum
(2) Sauf'les sérovarsTyphietGallinarum ;
(3) Certaines souches atypiques peuvent fermenter le lactose (exemple: S.Seftenberg) ou le saccharose ou ne pas
décarboxyler la lysine. Les S. arizonaepeuvent fermenter le lactose ;
(4) ONPG : Orthonitrophenyl-p-D-galactopyranoside.

3.4. Caracteéres antigéniques

Les salmonelles peuvent posséder trois types d’antigénes présentant d’intérét diagnostique

(Dumas, 1958). L’antigéne somatique (O), ’antigéne flagellaire (H) qui est associé¢ avec les
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flagelles péritriches, et 1’antigéne capsulaire (Vi) qui est retrouvé seulement chez quelques

sérovars de Salmonella, comme par exemple Typhi (Guthrie, 1992).
3.4.1. Antigene somatique O (Ag O)

L'antigéne O est un antigéne de la paroi. Les antigénes O sont portés par les chaines
spécifiques du lipopolysaccharide (LPS). C'est un complexe contenant une protéine, un
polysaccharide et un composé phospholipidique. On distingue 67 facteurs O selon la nature des
sucres entrant dans la constitution des unités oligosaccharidiques du polysaccharide (Humbert et

al., 1998).

Les antigénes O sont formés d'une fraction lipidique appelée lipide A qui est responsable des
effets toxiques, du core ou partie basale et du polysaccharide support de la spécificité (Gledel et

Corbion, 1991).

Les antigénes sont classés en facteurs O majeurs et en facteurs O accessoires. Les facteurs
majeurs sont liés a la présence de certains sucres (abéquose pour O : 4, tyvélose pour O : 9)

(Humbert et al., 1998).

Cet antigene est stable ; il résiste a l'alcool et au phénol pendant deux heures et demi a la

température de 100°C (Dumas, 1958).
3.4.2. Antigéne flagellaire (Ag H)

C'est un polymere de flagelline (protéine de structure des flagelles). Cet antigéne est
thermolabile, détruit par la chaleur a 100° C et par l'action de 1'alcool. IIs sont présents sous deux
phases différentes : soit sous les deux phases simultanément “’diphasique’ soit
““monophasique’’. Ce cas le moins fréquent chez Salmonella, est retrouvé chez S. Typhi ou

encore chez S. Enteritidis (Grimont et a/., 2000).
3.4.3. L'antigéne de virulence (Ag Vi)

C'est un antigene de I'enveloppe, ’antigéne de virulence (Vi) n’a été identifi¢ que chez 3
sérovars : S. Typhi, S. Paratyphi C et S. Dublin (Carip et al., 2008). Cet antigéne correspond a
une enveloppe polyosidique constituant une véritable capsule et donnant un aspect muqueux

(Thiaw, 1998). L’antigéne Vi, d’intérét diagnostique, masque I’antigéne O, rendant les bactéries

7
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«O-inagglutinables». Par chauffage de la suspension bactérienne a 100°C pendant 10 min,

I’antigéne Vi est solubilisé et I’antigéne O devient accessible aux agglutinines.
4.Habitat

Les salmonelles peuvent survivre plusieurs semaines en milieu sec et plusieurs mois dans
l'eau. Elles se retrouvent donc fréquemment dans les milieux aquatiques pollués, la contamination
par les excréments d'animaux porteurs étant trés importante. Les vertébrés aquatiques, notamment
les oiseaux (Anatidés) et les reptiles (Chéloniens) sont d'importants vecteurs de salmonelles. Les
volailles, les bovins et les ovins étant des animaux fréquemment contaminants, les salmonelles

peuvent se retrouver dans les aliments, notamment les viandes et les ceufs crus.
S.Epidémiologie

L'épidémiologie fait intervenir l'alimentation, surtout les viandes, les ceufs et les produits

laitiers.
5.1. Réservoir

D’un point de vue épidémiologique, les sérovars de Salmonella peuvent étre classés selon
I’espece animale cible et le degré de pathogénicité de ces sérovars en trois catégories écologiques
(Kingsley et Béumler, 2000 ; Korsak et al., 2004). Un premier groupe de sérotypes
particuliérement pathogénes pour I’homme (responsables de la fievre typhoide et paratyphoide)

n’est exclusivement isolé que chez celui-ci (Baumler et al., 1998 ; Hu et Kopecko, 2003).

Un deuxieéme est constitué par toute une série de sérotypes qui sont spécifiques aux especes
animales, auxquelles ils sont étroitement adaptés et chez qui ils sont de responsables de maladies

parfois graves (diarrhées, avortements, ... etc.).

Enfin, la majorité des salmonelles sont ubiquistes. Leur ubiquité se traduit par un large
spectre de réservoirs : humains (Todd et al., 2008), animaux et mammiferes (Dechet et al., 2006 ;
Swanson et al., 2007). Sur la base de leur spécificité d’hdtes, les salmonelles sont distinguées en

trois groupes (tableau 2).
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Tableau 2: Exemples d’especes de Sa/monella adaptées a des hotes

Groupe Sérotype
o  S.Typhi,
e S. ParatyphiA,

Sérovars étroitement adaptés a ’homme

e S. ParatyphiC
o S.Sendai.
e S. Dublin(Bovins)

Sérovars étroitement adaptés a certains ) )
o S. Abortusovis(ovins)

animaux
o S. Abortusequi(chevaux)
e S. Gallinarum-Pullorum(volailles)

o S. CholerasuisetS. Typhisuis(porcs)

o o S Enteritidis
Sérovars ubiquistes o STyphimurium
e S.Montevideo

o S .Panama

o S.Saintpaul

Source : Foley et al. (2013)

5.2. Salmonella dans les élevages de volailles

La viande de volaille est I'une des sources les plus importantes de I’infection humaine.
Généralement, 1’infection a Sa/monella est due a une forte pollution par les excréments d'oiseaux

infectés pendant la transformation des abattoirs ou les magasins (Jerngklinchan et al., 1994).

L’¢levage de poulets est une des formes les plus intensives d’¢élevage animal. Les conditions
dans lesquelles les poulets sont cultivés sont facilement conductrices a des infections par les
pathogeénes opportunistes. Le risque de contamination par des pathogénes potentiels est
omniprésent au niveau de toutes les étapes de la chaine de production avicole (Ayachi et al.,

2009). 11 existe deux fagons de transmission de Salmonella dans 1’¢élevage avicole: transmission



Synthese bibliographique | 2017/2018

verticale a partir des ovaires et transmission horizontale par des vecteurs inanimés ou méme par

des vecteurs animés comme les insectes et les rongeurs (Van immerseel et al., 2005) (figure 2).

Bitiments, parcours Personnel

Rongeurs, insectes, )
g Elevage 4— Eau, aliment
oiseaux A
Roues,
Poussins calsses
Personnel
Couvoir »| Lransport Abattoir
T (Eufs
Matériel
d’incubation, Reproducteurs Persciiel Matériel
d’éclosion et de tri d’abattage

Figure 2 : Cycle simplifi¢ de la transmission des salmonelles dans la filicre avicole

(Castagnos, 2003).

6. Pathogénie et symptomes associés aux salmonelles

La pathogenese de Salmonella débute par I’ingestion de la bactérie. L’environnement des
oiseaux est la source habituelle de cette transmission. L’aliment ainsi que I’eau contaminés sont
les plus importantes sources d’infections a Salmonella chez la volaille (Cox et al., 1991 ;
Heyndrickx et al., 2002). Les infections causées par les sérotypes de Salmonella peuvent
produire la fievre entérique, la gastroentérite, ou des conditions de bactériémie ou septicémie. La
fievre entérique est causée par Salmonella Typhi et Paratyphi. Quand les infections sont dues a
la consommation d’aliments contaminés avec des salmonelles non-typhique, la maladie est
autolimitée chez les individus sains. Les symptomes apparaissent a partir de 8 a 72 h apres
I’ingestion. Ils sont moins séveres que la fievre entérique, la diarrhée et les douleurs abdominales

qui disparaissent au bout de 5 jours (Weill, 2008; Rabie et al., 2012).

10
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7. Processus infectieux de salmonella

Apres l'ingestion de Salmonella par voie orale, ils survivent a l'acidité de I'estomac,
atteignant le niveau de l'intestin gréle ou elles s’adhérent aux cellules de 1’épithélium intestinal,
préférentiellement aux cellules M des plaques de Peyer. Les bactéries sont ensuite absorbées dans
les cellules épithéliales ou elles résident et se multiplient dans les lacunes. Aprés le pontage

épithélial, il existe deux types d’invasions:

(1) Les sérotypes de Salmonella responsables de maladies systémiques (par ex. S. typhoide)

entrent dans les macrophages intestinaux et se propagent a d'autres organes du corps ;

(2) Par contre, d'autres sérotypes de Salmonella non-typhiques, responsables de
gastroentérites (comme S. Typhimurium ), induisent une inflammation précoce des intestins, ce
qui conduit a l'afflux d'un grand nombre de neutrophiles dans la muqueuse intestinale, causant la

destruction de 1'épithélium intestinal et de la diarrhée (Haraga et al., 2008) .

8. Facteurs de virulence

Les facteurs de virulence sont des produits bactériens nécessaires aux microorganismes
pour provoquer une maladie. Les caractéristiques essentielles de la pathogénie des salmonelles
sont leur capacité a entrer dans les cellules-hotes et a y demeurer comme parasite intracellulaire

facultatif (Finlay et al., 1989).

Les facteurs de virulence chez les salmonelles sont impliqués dans les diverses étapes de
l'infection: la production de toxines (endotoxine, entérotoxine, cytotoxine), la colonisation,
l'adhésion et I'invasion, ainsi la survie a l'intérieur des cellules de I'hote (Finlay et Brumell, 2000;

Millemann, 1998) (figure 3).

11
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Figure 3: Facteurs de virulence de Salmonella (Madigan et Martinko, 2007).

En théorie, tous les sérotypes de Salmonella peuvent étre pathogeénes chez ’homme. Cette
virulence et cette pathogénicité dépend de la dose ingérée de la souche et notamment du sérotype
(Coleman et al., 2004; Weinberger et al., 2004; Foley et Lynne, 2008; Jones et a/.,2008). Les
salmonelles peuvent causer une infection systémique chez I’humain au statut immunitaire
diminué, alors que la plupart d’entre elles engendrent une simple diarrhée fébrile, parfois des
vomissements, et des douleurs abdominales. Une fois ingérée, Salmonella gagne I’intestin qu’elle
peut coloniser. Ensuite, elle réside dans les cellules épithéliales intestinales et les cellules M

localisées au niveau de 1’épithélium associées aux follicules.

9. Détection et identification des salmonelles
9.1. Méthodes phénotypiques

Elles étudient les propriétés exprimées par les bactéries telles que les propriétés biochimiques
qui reposent sur la mise en évidence des caracteres biochimiques différentiels qui permettront de
classer les souches selon leur activité métabolique par 1’utilisation de sucre et/ou leur activité

enzymatique (Millemann, 1997).

La norme NF EN ISO 6579 est la méthode horizontale de référence pour la détection de

Salmonella spp. dans une denrée alimentaire, mais également dans des échantillons

12
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d’environnement collectés dans les entreprises agro-alimentaires (AFNOR, 2002). Dans sa
nouvelle version (2002), le sélénite-cystine a été remplacé par le milieu Muller Kauffmann
tétrathio- nate novobiocine (MKTTn), le Rappaport Vassiliadis Soja (RVS) est utilis¢ a la place
de la formule simple de RV. Les laboratoires doivent expressément utiliser le milieu d’iso-
lement «xylose-lysine-deoxycholate» (XLD) conjointement avec un autre milieu au choix (figure
4). Dans un contexte de globalisation des échanges commerciaux de denrées alimentaires, cette

norme est la référence internationale pour la détection de Salmonella dans les aliments (figure 4).

25 g dans 225 ml d’ean

18k-37°C

0,1 ml dans 10 ml de 1 ml dans 10 ml de
BNVS METTn

24';2_41‘5ac\‘ Etalement sur XLD + A—j‘?‘t‘

mulieu au chox

+ M4 h-37°C

Etalement sur une géloss
nuirtive (1 colonie et 4
=1 la 1ére est négative)

+ 4 h-37°C

Confirmation biochi-
mique et sérologique

Figure 4 : Détection de Sal/monella spp. dans les aliments selon la méthode normalisée ISO 6579
:2002 (AFNOR, 2002).

9.2. Méthodes moléculaires

L’importance des salmonelloses, associées aux conséquences €conomiques et en santé
publique, a entrainé le développement de nombreuses méthodes phénotypiques et moléculaires
pour la caractérisation des Salmonelles. Cette caractérisation s’appuie en premier lieu sur la
détermination de biotype, sérotype, antibiotype et lysotype. Ces derniéres sont des méthodes de

suivie des tendances évolutives des sérotypes dans différentes filiéres (Anne, 2001).

13
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10. Résistance des salmonelles aux antibiotiques
10.1. Molécules d’antibiotiques actives contre les salmonelles

Les souches sauvages de Sal/monella sont naturellement sensibles a tous les antibiotiques
actifs sur les entérobactéries. Les molécules préconisées pour traiter les salmonelloses humaines
¢taient le chloramphénicol, I’ampicilline, ou 1’association triméthoprime/sulfamethoxazole.
Cependant, les problémes de résistance rencontrés contre ces molécules ont conduit a utiliser des
antibiotiques plus récents, notamment les céphalosporines de 3¢éme génération (C3G) et les

fluoroquinolones (Parry et Threlfall, 2008).

10.2. Historique de la résistance de Salmonella aux antibiotiques

L’émergence des souches résistantes en médecine humaine et vétérinaire a été observée avec le
développement de 1’¢levage intensif d’animaux. Ainsi, [’utilisation systématique des
antibiotiques comme promoteur de croissance et a des fins thérapeutiques destinées a la

consommation humaine a été¢ évoquée (Who, 2008).

Les cyclines et le chloramphénicol étaient les deux premicres a étre touchées par la
résistance (Ramsey & Edwards, 1961 ; McWhorter et al., 1963), suivie par une acquisition
graduelle de la résistance vis-a-vis de plusieurs molécules introduites dans la lutte contre les
épidémies émergente surtout chez la résistance bovine a la streptomycine et aux sulfamides en
1963. Des résistances additionnelles a I’ampicilline, a la kanamycine et aux nitrofuranes ont été
remarquées en 1965. Les salmonelles résistantes aux antibiotiques ont été transmis a 1’homme,
par des contacts directs avec les bovins ou indirectes par I’intermédiaire de lait cru (Anderson,
1968). Aux FEtats-Unis a partir de 1963, plusieurs épidémies de grande ampleur, liées a des
produits commerciaux dérivés des ceufs, avaient conduit le Center for Disease Control (CDC)
d’Atlanta a instaurer une véritable surveillance microbiologique des salmonelloses non-typhiques
(Cohen & Tauxe, 1986). L ¢étude de 1967 révélait une prévalence élevée de la multi résistance,
notamment pour le sérotype majoritaire Typhimurium (Schroeder et al., 1968). En 1977, le
laboratoire central de la santé publique de Londres signalait I’apparition de deux lysotypes du
sérotype Typhimurium, responsables de nombreux cas d’infections bovines et humaines sur

I’ensemble du territoire du Royaume- Uni (Threlfall et al., 1978). La genese de ces souches

14
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multirésistantes aux antibiotiques (MRA) était due a 1’acquisition de plasmides de différents
groupes d’incompatibilité porteurs de nouvelles résistances aux antibiotiques. A la fin des années
1980, la prévalence des souches résistantes aux antibiotiques allait connaitre un essor
considérable avec I’émergence et la dissémination internationale rapide d’un clone de S. enterica
sérotype Typhimurium, individualisé¢ sur la base de la lysotypie (lysotype DT104) (Threlfall,
2000). Ce clone a été appelé « penta résistant » car la majorité des souches était de phénotype
ACSSuTe. Des ¢études sur les mécanismes de résistance ont montré que les souches de ce clone
avaient intégré dans son chromosome un ilot génomique de 43 kb, le Salmonella Genomic Island

1 (SGI1) (Boyd et al., 2001).

Les premiceres souches de Salmonella résistantes aux céphalosporines de troisiéme
génération(C3G) sont apparues a la fin des années 1980 et dans la premiére moiti¢ des années
1990 (Miriagou et al., 2004; Arlet et al., 2006). Ces observations succédées de la résistance aux
quinolones et surtout les fluoroquinolones (FQ) qui ont été utilisées au cours des salmonelloses
humaines et animales durant les années 1990, avec une augmentation de souches de Salmonella
résistantes a I’acide nalidixique et une diminution de la sensibilité a la ciprofloxacine (Cip) et a
I’apparition de souches résistantes a la ciprofloxacine (Herikstad et al., 1997). L’apparition de
résistance chez Salmonella pourrait conduire a des risques de voir se propager des épidémies due
a une souche multi-résistantes aux antibiotiques y compris aux C3G et aux fluoroquinolones ce

qui peut conduire a un échec thérapeutique.

Plusieurs cas isolés de salmonelloses dues a de telles souches ont été déja mis en évidence au
cours des derniéres années ; a S. Choleraesuis en 2002 a Taiwan cette souche était résistante a dix
antibiotiques dont le triméthoprime, la ciprofloxacine et le ceftriaxone (C3G) (Chiu et al.,2004).
Tout cela rend la surveillance de la résistance aux antibiotiques a tous les niveaux, en élevage, en
médecine humaine et passant par la chaine de production alimentaire indispensable pour anticiper

I’apparition de telles souches ou encore de nouveaux mécanismes de résistance.
10.3. Situation de P’antibiorésistance de Salmonella en Algérie

En Algérie, Le réseau national de la surveillance de la sensibilité aux antibiotiques dans son
13¢éme rapport a déclaré I’isolement de 127 isolats de Salmonella non typhoidiques en médecine
humaine pendant la période allant de Janvier a Décembre 2011 avec une prédominance de

Salmonella Enteritidis (38 isolats) et Salmonella Typhimurium (25 isolats) (Rasbra, 2011).
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L’¢étude de la sensibilité aux antibiotiques a révélé 45,9% de résistance a 1’ampicilline (AMP),
13,3% de résistance a I’amoxicilline + acide clavunalique (AMC), 7% de résistance aux
céphalosporines de 3eéme génération, 5,7 % pour la cefoxitine (FOX), 72,2 % pour ’acide
nalidixique (NAL), 18,8% de résistance au ciprofloxacine (CIP). D’un autre c6té en médecine
vétérinaire une grande diversité de sérotypes isolés est signalée spécifiquement a partir de
prélévements aviaires avec une prédominance de : Salmonella Enteritidis (52% ; N=55),
Salmonella Livingstone, S. Gallinarum et Salmonella spp. (6%; N=24), S. Heidelberg (3%; N=3),
S. Typhimurium (4%; N=4), S. Seftenberg (3%; N=3) et Salmonella Bovis-morbificans (2%;
N=2). Avec ces derniers sérotypes une faible résistance de 5% et 3% respectivement a
I’ampicilline et a ’amoxicilline + acide clavulanique a été notée. Une sensibilité vis-a-vis du
céftiofur, céphalosporine de 3éme génération a usage strictement vétérinaire (100%), une
résistance a la fluméquine (44%), a 1’acide nalidixique (57%), une résistance a 1’enrofloxacine
(33%) et a la norfloxacine (1%), une faible résistance de 1’ordre de 3% des différents sérotypes a
cet antibiotique. Une résistance de 2% et de 38% au chloramphénicol et les nitrofuranes

respectivement (Rasbra, 2011).
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Chapitre II :
Matériel et méthodes

1.Rappel des objectifs

Il est a rappeler que l'objectif de la présence étude consiste, d’une part, a isoler et identifier des
souches de Salmonella a partir des abats de volailles commercialisées dans la région de Djelfa et

d’autre part, a étudier leur sensibilité a I'encontre de 16 molécules d'antibiotiques
2. Echantillonnage

L'étude a été réalisée durant la période s’étalant du 29 avril jusqu'au 26 juillet 2018. Elle a été
menée sur un total de 80 prélévements d’abats de poulet de chair (50 foies et 30 rates) provenant
de différentes boucheries instaurées au marché de Bendjerma. Les échantillons ont été ensuite
acheminés sous régime de froid au laboratoire de la faculté dans des pots stériles pour étre

analysés (figure 5).

Figure 5: Prélevement d'organes (Photo originale, 2018).

3. Analyses bactériologiques

L'isolement et 1’identification des souches d’entérobactéries sont réalisés selon le protocole

préconise par Livrelli et al. (2007).

17



Partie Expérimentale Matériel et méthodes | 2017/2018

3.1. Pré-enrichissement

Afin d'¢éliminer la microflore superficielle, la surface de chaque organe prélevé est flambée a la
flamme. L'organe est ensuit fragmenté en de petits morceaux a I’aide d'une pince et de ciseaux

stériles (figure 6).

Figure 6: Fragmentation des organes (Photo originale, 2018).

3.2. Enrichissement

L'enrichissement s'effectue par introduction des morceaux de chaque organe découpé a
l'intérieur des tubes a vis stériles contenant un volume de 5ml de bouillon nutritif BHIB.

L'incubation se fait a 37°C pendant 18 a 24 h (figure 7).

Figure 7: Enrichissement dans le BHIB (Photo originale, 2018).
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3.3. Isolement

Par la technique des stries d’épuisement, une goutte de la culture d’enrichissement est
ensemencée sur une gélose Hektoen a l'aide d'une anse de platine. Les boites de Pétri des milieux

ensemencés sont incubées a 37°C pendant 18 a 24 h (figure 8).

Figure 8: Ensemencement sur milieu gélosé Hektoen (Photo originale, 2018).
3.4. Purification

Apres incubation, on examine les boites afin de rechercher la présence des colonies
caractéristiques culturales des Salmonelles (colonies vertes avec ou sans centre noir) pour le
milieu d’isolement utilisé. Elles ont été repiquées sur une gélose Hektoen a l'aide d'une anse de

platine, dans le but d’obtenir des cultures pures (figure 9).

Figure 9: Purification par repiquage sur Hektoen (Photo originale, 2018).
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3.5. Identification
3.5.1. Coloration de Gram

La coloration de Gram est la coloration la plus utilisée en bactériologie. C'est une coloration
différentielle qui divise les bactéries en 2 groupes : les Gram positif et les Gram négatif. Les
bactéries Gram positif retiennent la coloration violette du violet de gentiane. Par contre, les
bactéries Gram négatif (entre autres salmonelles) peuvent étre décolorées par 1’alcool et sont

ensuite colorées en rose avec la safranine (Berraho, 2009).
3.5.2. Etude du profil biochimique des souche d'entérobactéries

L'aspect microscopique et macroscopique des colonies ne suffit pas pour identifier de fagon
précise les bactéries. Il faut rechercher d'autres caracteéres, principalement les caracteres

biochimiques ou métaboliques (Guiraud, 1998).
3.5.3. Identification biochimique
a. Test d’uréase

L'uréase est une enzyme qui hydrolyse l'urée en ions d’ammonium et carbonate. La technique
consiste a ensemencer un milieu Urée-Tryptophane par une colonie bactérienne, incubé a 37°C
pendant 24h. En cas de réaction positive, la décomposition de I'urée produit un dégagement

d’ammoniac, faisant virer le rouge de phénol présent dans le milieu au rose (Guillaume, 2004).

La couleur du milieu reste inchangée pour les souches suspectées, et sont dites uréase négatif.

Dans le cas contraire, elle vire au rose « uréase positif » (figure 10).

Figure 10: Identification par test uréase (Photo originale, 2018).
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b. Test d’indole

Nous avons ajouté quelques gouttes de réactif de Kovacs dans le tube du milieu urée — indole.
La dégradation du tryptophane est marquée par l’apparition d’une couleur jaune pour les
salmonelles. Elles sont dites indole négative. Dans le cas contraire, nous avons un anneau rouge

(indole positif) (Le Minor et Richard, 1993) (figure 11).

Figure 11: Identification par Test d’indole (Photo originale, 2018).
c. Test de la TDA
Ajouter quelques gouttes de réactif TDA au milieu Urée indole déja ensemencé et incubé a

37 °C pendant 24 heures. Le résultat positif se traduit par 1’apparition d'une coloration brune

foncée ou jaune dans le cas contraire (Le Minor et Richard, 1993) (figure 12).

Figure 12: Identification par Test de la TDA (Photo originale, 2018).
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d. Test TSI

La gélose TSI (Triple Sugar Iron) permet I'identification des entérobactéries par la mise en
¢vidence rapide de la fermentation du lactose, du glucose (avec ou sans production de gaz), du

saccharose et de la production de sulfure d'hydrogene.

On préléve une colonie bactérienne a l'aide d'une anse de platine stérile. On inocule le culot
d’une gélose inclinée TSI; en sortant le fil de la gélose, on effectue une strie sur la pente. Le

bouchon ne doit pas €tre vissé complétement. L’incubation se fait a 37°C pendant 24 heures.

La production d'hydrogéne sulfuré H,S est marquée par une coloration noire de la gélose
issue de sa combinaison avec les ions ferriques. L'absence de production de H,S ne provoque pas

de coloration noire du milieu (figure 13).

Figure 13: Identification par Test TSI (Photo originale, 2018).

e. Test ONPG

Ce test est réalisé lors de I’identification de trés nombreuses bactéries (Gram + et Gram -). On
réalise une suspension €paisse des bactéries testées en eau distillée et on ajoute avec une pince
flambée mais refroidie un disque imprégné d’ONPG. On incube 30 min a 37°C. Le résultat

positif est 1'apparition du jaune et le résultat négatif lorsque le milieu reste incolore (figure 14).

Figure 14: Identification par ONPG (Photo originale, 2018).
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3.5.4. Identification biochimique par la galerie API20E
a. Principe

La galerie API 20E est un systéme standardisé pour l'identification des entérobactéries et
autres bacilles a Gram négatif non fastidieux. Elle comporte 20 microtubes contenant des
substrats déshydratés. Ces substrats sont inoculés avec des suspensions bactériennes a identifier.
Les réactions produites pendant la période d'incubation se traduisent par des virages colorés

spontanément ou révélés par 'addition des réactifs (figure 15).

upule

ive B
(.J)WI‘

e L

o886 38 §- Sesuu “[""‘?

Fqi

icrotube contenant le milieu déshydraté

La suspension bactérienne introduite dans le tube dissout les substrats
déshydratés

Figure 15: Présentation la galerie API20E (Photo originale, 2018).

b. Mode opératoire
b-1. Préparation de la galerie API20E

e On réunit fond et couvercle d’une boite d’incubation et on répartit environ 5 ml d’eau
distillée dans les alvéoles pour créer une atmosphére humide;
e On inscrit les références de la souche bactérienne sur la languette latérale de la boite ;

e On déposé la galerie dans la boite d’incubation.
b-2. Préparation de l'inoculum:

e On ouvre une ampoule contenant 5 ml d'eau physiologique stérile ou d'eau distillée
stérile;

e Avec la pipette Pasteur, on préléve une seule colonie bien isolée sur milieu gélosé;
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e On réalise une suspension bactérienne en homogénéisant soigneusement les bactéries

dans le milieu (figure 16).

Preparation de l'inoculum:

on préléave une
seule colonie
bien isolée sur

miilieu gélosé.

5 ml I'eau physiologique
stérile

On réalise une suspension bactérienne en
homogéndisant soigneusement les bactéries dans le
milieu

Figure 16: Préparation de 1’inoculum

b-3. Inoculation de la galerie API20E

¢ On introduit la suspension bactérienne dans chaque tube a I’aide d’une pipette stérile ;

e On remplit tubes et cupules des tests CIT, VIP et GEL;

e On remplit uniquement les tubes (et non les cupules) des autres tests;

e On crée une anaérobiose dans les tests ADH, LCD, ODC, URE, H,S en remplissant
leur cupule d’huile de paraffine (figure 17);

e On referme la boite d’incubation et on la place dans I’étuve a 37° C pendant 18 a 24

heures.

\ On introduit la suspension bactérienne dans chaque tube a 1’aide d une

pipcttc stérile .

Pour certains caractéres:

Remplir le tube de suspension et recouvrir d’huile

Remplir de suspension le tube et Ia de paraffine Api. LDC. ODC. H_S. URE

cupule CIT. VP, GEL

Figure 17: Ensemencement de la galerie API 20E (Photo originale, 2018).
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c. Lecture de la galerie API20E
. Apres incubation, les réactions sont traduites par des changements spontanés de
coloration révélés par I’addition ou non des réactifs. La révélation des trois TDA, IND
et VP est faite par 'ajoute des réactifs correspondant (TDA, Kovacs, VP1 et VP2).
. L'identification est obtenue a 1'aide d'un code de 7 chiffres obtenue de la fiche
remplie avec les résultats apres la lecture de la galerie La lecture s’est faite a I’aide du

catalogue analytique ou d’un logiciel d’identification APl WEB™ ( figure 18).

Figure 18: Identification biochimique par logiciel de la galerie API 20E (Photo originale,
2018)

4. Détermination de 1'antibiorésistance des souches bactérienne isolées

La sensibilit¢ des souches aux différents agents antibactériens a été déterminée par la
technique de diffusion des disques sur gélose Mueller Hinton, selon les recommandations des
différents fascicules de la standardisation de I’antibiogramme a I’échelle nationale (médecine
humaine et vétérinaire) (édition 2011). Les disques d’antibiotique ont été¢ déposés dans les boites

inoculées par une suspension bactérienne (tableau 3).
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Tableau 3 : Différentes molécules d’antibiotique testées

Familles Antibiotiques Sigle Concentration | Marque
d’antibiotiques testés du disque
3- lactamines Amoxicilline/Acide | AMC 20/10 pg Liofichem, Italie
clavulanique
Aztréonam ATM 30 g Bio-rad ,France
Céfotaxime CTX 30 ug
Amoxicilline AMX 25 ug
Cefoxitine FOX 30 ug
Imipenéme IPM 10 pg
Ceftazidime CAZ 30 ug Bioanalyse ,France
Polypeptides Colistine sulfate CS 10 pug
Phenicolés Chloramphénicol CL 30 ug
Acide nalidixique NA 30 ug Bio-rad ,France
. Ciprofloxacine CIP Sug
Quinolones Levofloxacine LEV Sug
Ofloxacine OFX 10 ug
Tétracyclines Tétracycline TE 30 ug
Aminoglycosides Gentamicine GEN 10 pug
Acides Fosfomycine FF 50 ug
phosphoniques

4.1. Principe

L’antibiogramme par diffusion permet de déterminer la sensibilité des bactéries a croissance
rapide vis-a- vis d’un panel d’antibiotiques. Elle est la méthode la plus utilisée par les
laboratoires de diagnostic. Les disques imprégnés d’antibiotiques sont déposés a la surface d’un
milieu de culture standardis¢ (milieu de Mueller-Hinton) préalablement ensemencé avec une

culture de la bactérie a tester.

Des l'application des disques, les antibiotiques diffusent de maniére uniforme, si bien que leurs
concentrations sont inversement proportionnelles a la distance du disque. Aprés incubation, les

disques s'entourent de zones d'inhibition circulaires correspondant a une absence de culture.
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4.2. Technique standardisée
a. Milieu pour antibiogramme :

e La gélose de Mueller-Hinton est coulée en boites Pétri stériles;

e Les géloses doivent étre séchées avant 1'emploi ( figure 19A).
b. Préparation de I’inoculum :

e Apres revivification des souches et a partir d’une culture pure de 18 a 24 h sur milieu
d’isolement appropri€, on racle a I’aide d’une anse de platine quelques colonies bien
isolées et parfaitement identiques;

e On bien décharge 1'anse ou 1'écouvillon dans 5 a 10 ml d’eau physiologique stérile a
0,9%;

e La suspension bactérienne est ensuite homogénéisée, I’opacité doit €tre équivalente a
0,5 MF;

e L’ensemencement se fait dans les 15 min suivent la préparation de 1’inoculum.
c. Ensemencement (écouvillonnage):

e Un écouvillon stérile est trempé dans la suspension bactérienne;

e On I’essore en le pressant fermement (et en le tournant) contre la paroi interne du tube,
afin de décharger au maximum;

e L'écouvillon est ensuite frotté sur la totalité¢ de la surface gélosée seéche, de haut en bas, en
stries serrées ( figure 19B et 19C);

e On répete ’opération trois fois, en tournant la boite de 60° a chaque fois, sans oublier de
faire pivoter 1’écouvillon sur lui-méme. On finit ’ensemencement en passant 1’écouvillon
sur la périphérie de la gélose;

e Dans le cas ou I’on ensemence plusieurs boites de Pétri, il faut recharger 1’écouvillon a

chaque fois.
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d. Application des disques d’antibiotiques :

o Il est préférable de ne pas mettre plus de 6 disques d’antibiotique sur une boite de 90 mm

de diamétre;
e On met les disques d’antibiotique au contre centre environ 25 mm;
e On presse chaque disque d’antibiotique a I’aide de pinces bactériologiques stériles et on

ne déplace pas les disques apres application.
e. Incubation :

L'incubation des boites se fait a 37°C pendant 18 a 24 heures ( figure 19D) apres diffusion de 30

minutes.
4.3. Lecture :

e ['estimation de I’antibiorésistance des souches est basée sur la mesure avec précision des
diamétres des zones d'inhibition a 1’aide d’un pied a coulisse (figure 19E) ;

e Les mesures seront prises en procédant par transparence a travers le fond de la boite de
Pétri fermée;

e On compare les résultats obtenus, aux valeurs critiques figurant dans les tables de lecture
de standardisation de D’antibiogramme a [’échelle nationale médecine humaine et
vétérinaire (2011);

e On classe la bactérie dans 1’une des catégories: sensible (S), intermédiaire (I), ou résistant (R).

Figure 19: Différentes étapes de l'antibiogramme (Photo originale, 2018).
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Chapitre 111

Résultats et discussion

1. Résultats de I’isolement et de I’identification

Sur les 80 échantillons, nous avons pu isoler et purifier 39 d’entérobactéries. La répartition

des différents isolats est résumée dans la figure 20.

Proteus vulgaris—
10.26% Citrobacter
freundii

2.56%

Chromobacterium
violaceum
7,69%

Proteus penneri
5.13%

Citrobacter
braakii
2.56%

Figure 20: Répartition des souches isolées
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Il est a rappeler que les colonies des salmonelles sur milieu Hektoen apparaissent vertes a centre
noire, indiquant qu’elles ne fermentent pas les sucres inclus dans ce milieu et produisent I’H2S

(figure 21). La figure 22 représente le résultat de la galerie biochimique.

Figure 21 : Aspect de colonies suspectes de Salmonella su milieu Hektoen(Photo originale,
2018).

Figure 22: Résultat de 1'identification de Salmonella spp ,Citrobacter freundii et Proteus
mirabilis(Photo originale,2018).
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Parmi ’ensemble des entérobactéries isolées, Proteus mirabilis reste 1’espéce la plus
fréquente avec 48.72% (soit 19/39).Salmonella spp. Vient en deuxiéme position avec une valeur

estimée a hauteur de 23.08% (soit 9/39).

De nombreuses études ont investigué la contamination du poulet de chair par Sa/monella a
travers le territoire national, dont la fréquence varie d’une région a une autre. En fait, un résultat
similaire a été rapporté¢ récemment dans la méme région, ou les deux especes (P. mirabilis et
Salmonella spp.) ont été isolées avec des taux évalués a 24% et 5% (Chenouf et al., 2016). Ainsi,
une prévalence de 34.37% a été publiée par une autre étude menée dans les élevages et les abattoirs

de la région de Skikda (Djeffal et al., 2018).

Une étude rétrospective de 2003 a 2011 dans sept wilayas de 1’ouest algérien a révélé une
incidence de 3,24% (Achek et al., 2012). Une fréquence trés proche (3,33%) a été enregistrée
dans des tueries avicoles de la wilaya de Blida (Medjbar et al., 2012). Hamitouche et Chahed

(2012) ont dévoilé une prévalence de 6,67% au niveau des commerces dans la région d’Alger.

L’association entre les sa/monelles et la viande de poulet n’est pas nouvelle puisque celle-ci
apparait comme la denrée alimentaire d’origine animale la plus souvent incriminée dans les toxi-
infections alimentaires collectives. Il s’agit d’une cause importante de morbidité et de mortalité a
travers le monde. Aux Etats-Unis, on estime que 1,4 million de personnes sont infectées par des
salmonelles non typhiques chaque année, avec 15000 hospitalisations et 400 morts, alors qu’en
France, le nombre est estimé a 30000 cas de salmonelloses avec entre 92 et 535 morts

(Mekademi, 2012).

Les modes de contamination et de dissémination des germes sont tres varies le long de la
chaine de production avicole par conséquent tous les maillons de la filiere peuvent Etre
incrimines. La contamination de la bactérie a 'organisme se fait par ingestion d'aliments infectés
ou des contacts avec des zones ou prolifére la bactérie comme des milieux aquatiques ou des

matieres fécales excrétées du tractus digestif des animaux sains et Infecté a salmonella.

Les intestins sont, en effet, le réservoir le plus important pour des Sa/monella pathogenes.
Apres une premiere multiplication au niveau du tractus respiratoire supérieur, la bactérie atteint le
sang et colonise les organes internes comme le foie et la rate (Jordan et Pattison, 1996). De plus,

I'échaudage et 1'éviscération constituent des points critiques de contaminations croisées des
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volailles(Chaiba et al.,2011). Pendant 1'échaudage, la contamination peut étre due au nettoyage
ou a la désinfection mal-effectués des bacs et la contamination par les fientes. Une mauvaise
manipulation au cours de I'éviscération provoque la contamination fécale des carcasses et des
abats a cause de la perforation de l'intestin. Ainsi, le manipulateur peut aussi intervenir dans cette

contamination si ses mains sont souillées ou a défaut mal nettoyées.

Il est a signaler que suite a un petit accident qui est survenu au laboratoire, nous avons perdu
10 isolats d’entérobactéries. L’antibiogramme a donc concerné uniquement les 29 souches

restantes, y compris celles de salmonelles.

2. Résultats du profil de résistance
2.1. Résultats de tous les isolats

Seize antibiotiques sont testés sur chacune des 29 souches d’entérobactéries isolées. Les

résultats de I’antibiorésistance sont présentés dans la figure 23 et le tableau 4

%100,00
%79,31 %79,31
’ %7241 ’ %72,41
%62,07
%27,59 %2759 I %27,59
o %20,69 0/, 17 281 oz, 027,
%10,34 %10,34 %6.90 28 413,79

Figure 23: Fréquences de résistance des souches d’entérobactéries isolées.
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Tableau 4 : Fréquences de sensibilité et de résistances des différents isolats

. o . | Nombre des souches
Familles Antibiotiques testés Résistant | Sensible | Intermédiaire
Amoxicilline/Acide
clavulanique 10.34% |86.21% |3.45%
Aztréoname 10.34% [89.66% |0.00%
8- lactamines Céfota.xi.me 27.59% |72.41% |0,00%
Ceftazidime 79.31% |17.24% |3.45%
Amoxicilline 72.41% |13.79% |13.79%
Cefoxitine 20.69% |75.86% |3.45%
Imipenéme 6.90% 93.10% |0,00%
Polypeptides Colistine sulfate 62.07% |34.48% |3.45%
Phenicolés Chloramphénicol |13.79% |72.41% |13.79%
Acide nalidixique  [79.31% [13.79% |6.90%
Quinolones Ciprofloxacine 27.59% |68.97% |3.45%
Levofloxacine 27.59% |65.52% |6.90%
Ofloxacine 72.41% |3.45% |24.14%
Tétracyclines Tétracycline 100,00% | 0,00% |0,00%
Aminoglycosides | Gentamicine 17.24% |82.76% | 0.00%
Acides Fosfomycine 0.00% |93.10% 6.90%
phosphoniques

2017/2018

Vu la diversité des pourcentages, les résultats sont classées en trois groupes comme préconisé par

Saberfar et al. (2008) :

Groupe 1 : les antibiotiques pour lesquels de trés hauts niveaux de résistance sont observés

(de 70 a 100) sont compris dans ce groupe. Ces antibiotiques sont par ordre
décroissant :Tétracycline (100%),ceftazidime et acide nalidixique(79.31%),amoxicilline et
ofloxacine(72.41%).

Groupe 2 :il comprend les antibiotiques présentant des niveaux moyens de résistance (de
30 a 70). Ce groupe est représenté parla colistine sulfate (62.07%).

Groupe 3 : il renferme les antibiotiques ayant des niveaux de résistance bas (de 0 a 30). Il
inclut la céfotaxime, la ciprofloxacine et la 1évofloxacine(27.59%),la cefoxitine (20.96%),la
gentamicine(17.24%),le chloramphénicol (13.79%), 1’amoxicilline-acide clavulanique et

I’aztréonam (10.34%), 1’imipenéme (6.90%) et la fosfomycine (0 %).
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A la lumiére de ces résultats, on pourrait dire que les isolats ont exprimé des niveaux de
résistance trés variés. La majorité des souches ont exprimé une sensibilit¢ a la plupart des
antibiotiques du fait que le troisiéme groupe comprend le nombre d’antibiotiques le plus élevé
(10 antibiotiques). De ce fait, ces derniers restent les molécules les plus actives sur nos souches.
Cela pourrait les classer en premier choix dans le traitement des infections aux entérobactéries.

En contrepartie, des inquiétudes naissent du moment que nous avons enregistré des
résistances vis-a-vis des céphalosporines de troisieme génération (la céftazidime et la
céfotaxime), des carpapéneémes (imipineme), du chloramphénicol et de la gentamicine, car ces
molécules sont largement utilisées en antibiothérapie. Ces constats sont expliqués par ’utilisation
irraisonnée et incontrdlée des antibiotiques dans le traitement des infections, sans passer par

I’antibiogramme ni par la culture bactériologique pour déterminer le germe en cause.

2.2. Résultats des souches de Salmonella spp.

Les résultats relatifs a Salmonella spp .sont résumés dans la figure 24 et le tableau 5.

%100,00 %100,00
%385,71 %385,71
%71,43
%57,1 %57,14 %57,14

Figure 24 : Fréquences de résistance des souches de salmonelles isolées
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Tableau 5 : Fréquences de sensibilité et de résistances des isolats de sa/monelles

Nombre des souches
Familles Antibiotiques testés
R S I

Amoxicilline/Acide
) clavulanique 14,29% 85,71% 0,00%
B- lactamines Aztréoname 42,86% 57,14% 0,00%
Céfotaxime 57,14% 42,86% 0,00%
Céftazidime 100% 0,00% 0,00%
Amoxicilline 85,71% 14,29% 0,00%
Céfoxitine 57,14% 42,86% 0,00%
Imipenéme 0,00% 100% 0,00%
Polypeptides Colistine sulfate ST,14% 42,86% 0,00%
Phenicolés Chloramphénicol 28,57% 42,86% 28,57%
Acide nalidixique T143% 0.00% | 2857%
Quinolones Ciprofloxacine 0,00% 100% 0,00%
Levofloxacine 14,29% 85,71% 0,00%
Ofloxacine 85,71% 0,00% 14,29%
Tétracyclines Tétracycline 100,00% 0,00% 0,00%
Aminoglycosides | Gentamicine 14,29% 85,71% 0,00%

Acides

phosphoniques | Fosfomycine 0,00% 85,71% 14,29%

Il ressort de ce tableau que la totalité des souches se sont montrées résistantes a la tétracycline
et a la céfotaxime. Des valeurs ¢élevées sont également enregistrées a 1’encontre de I’amoxicilline
et ’ofloxacine. En revanche, des sensibilités €levées sont mentionnées pour 1I’imipéneme, la
ciprofloxacine, I’amoxicilline/acide clavulanique, la lévofloxacine et la fosfomycine, ce qui leur
permet d’étre un choix thérapeutique dans les élevages avicoles, dans le cas de traitement de

salmonelloses.
2.3. Résultats par type d’antibiotiques
Nous proposons de discuter les résultats obtenus par type de famille.

2.3.1. la résistance des - lactamines

Les résultats de la résistance et sensibilité des salmonelles vis-a-vis des B- lactamines sont

résumés dans la figure 25.
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Figure 25: Profil d'antibiorésistance des salmonelles vis-a-vis des B-lactamines.

Les résultats évoqués pour cette famille semblent étre inquiétants car il s’agit d’une famille
trés importante et occupe une place prépondérante en antibiothérapie.
Pour les salmonelles, il est rapporté que plusieurs isolats se sont montrés résistants aux

céphalosporines de troisieme génération (Ceftazidime et céfotaxime).

En fait, il existe une diversité de mécanismes de résistances du germe vis-a-vis de cette
famille, soit par diminution de I’affinité du B-lactame vis-a-vis des PLP comme rapporté par
Gaudy et Buxeraud (2005), soit par production de B-lactamases comme rapporté par Quintiliani
et Courvalin (1995).

2.3.2. la résistance des Polypeptides

Les résultats relatifs la colistine sulfate sont visualisés dans la figure 26.

Gentamicine
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Figure 26 : Profil d'antibiorésistance des souches étudiées vis-a-vis de la famille polypeptides.
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Ce résultat est peu effrayant car le taux de résistance a touché plus que la moiti¢ des souches.
Les entérobactéries peuvent développer une résistance a la colistine, par modification du

groupement phosphate de lipide a composant de lipopolysaccharide (LPS)(Moffatt et al.,2010).

2.3.3. la résistance des Phénicolés

Les résultats des souches isolées vis-a-vis du chloramphénicol sont mentionnés dans la figure 27.

Chloramphénicol

Figure 27: Profil d'antibiorésistance des souches étudiées vis-a-vis des Phénicolés.

Le chloramphénicol est un antibiotique bactériostatique de la famille des Phenicolés. Cet
antibiotique peut €tre utilisé pour traiter la méningite. La sensibilité des souches d’entérobactéries
isolées dans cette étude est testée vis-a-vis de la molécule la plus ancienne de cette famille, le

chloramphénicol. Nous enregistrons un taux de résistance de 13.79%.

2.3.4. 1a résistance des Quinolones

Les résultats vis-a-vis de I’acide nalidixique et de la ciprofloxacine sont enregistrés dans la

figure 28.
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Figure 28: Profil d'antibiorésistance des souches étudiées vis-a-vis des quinolones.

La résistance aux quinolones survient principalement par mutations successives au niveau
des geénes chromosomiques des cibles des quinolones. L’acide nalidixique a été la premicre
quinolone a étre introduite pour un usage clinique au début des années soixante (Ball, 2000). La
ciprofloxacine, molécule bactéricide a large spectre d’activité in vitro est particuliérement active
vis-a-vis des bactéries de la famille des entérobactéries. Ces taux élevés de résistance a cette
famille d'antibiotiques peuvent étre expliqués par la forte utilisation de ces molécules en raison de

leur grande disponibilité.

2.3.5. 1a résistance des Tétracyclines

Les résultats des souches isolées sont testée vis-a-vis Tétracycline dans la figure 29.

Tétracycline
100% 17
80% -
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60% -
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40% -
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Figure 29 : Profil d'antibiorésistance des souches étudiées vis-a-vis des tétracyclines.
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Tous les isolats se sont montrés résistants a la tétracycline. Ceci est expliqué en majeure
partie par la trés large utilisation de des molécules comme « facteurs de croissance » dans les
¢levages avicoles. De ce fait, il semble indispensable d’implémenter des mesures de surveillance
régulicres et de revoir les pratiques d’hygiéne, d’élevages de poulet et d’utilisation des

antibiotiques.

2.3.6. la résistance des Aminoglycosides

Les résultats des souches isolées sont testée vis-a-vis gentamicine dans la figure 30.

Gentamicine
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Figure 30: Profil d'antibiorésistance des souches étudiées vis-a-vis des Aminoglycosides.

Plusieurs aminoglycosides font partie d’une famille d’antibiotiques a large spectre d’action.
Nous avons enregistré un pourcentage ¢levé de I'effet de la gentamycine sur les bactéries testées.
Par conséquent, elle peut-étre une bonne alternative thérapeutique. Cependant, il existe des
contraintes quant a son utilisation : dans certains pays, comme |’Iran, la gentamicine n’existe que
sous la forme injectable (trés récemment en poudre), forme intéressante pour les éleveurs car
I’administration de ce produit requiert une main-d’ceuvre spécialisée qui cotte cher. De plus, la
manipulation des sujets provoque un stress et peut rendre la situation délicate. Les injections ne
sont pas tolérées chez le poulet, spécialement lors de colibacillose, comme rapporté par (Saberfar

et al., 2008).
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2.3.7. la résistance des acides phosphoniques

Les résultats enregistrés vis-a-vis de cette famille sont présentés dans la figure 31.

Fosfomycine

%100,00
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Figure 31 : Profil d'antibiorésistance des souches étudiées vis-a-vis de la famille phosphonique.

La fosfomycine est un traitement antibiotique a large spectre. L'effet de ce dernier était fort
nos souches et nous avons enregistré un taux de sensibilité estimé a 93.10%. Cet antibactérien
agit par inhibition de la synthése de la paroi bactérienne. En effet, il inhibe une enzyme
essentielle a la fabrication de l'acide N-acétylmuraminique, I'un des constituants essentiels de la

paroi bactérienne des entérobactéries.

2.4. Multi-résistantes

Des bactéries peuvent étre résistantes a un ou a plusieurs familles des antibiotiques, on parle

alors de bactéries multirésistantes ou BMR.

Dans des cas extrémes, heureusement encore trés rares, une bactérie peut étre résistante a
tous les antibiotiques utilisables chez I'hnomme. Elle est dite alors pan-résistante et peut entrainer

un échec thérapeutique. Les BMR les plus inquiétantes sont les entérobactéries multirésistantes.

Les taux de multi-résistance enregistré a 1'encore des 16 molécules antibiotique testé donnés

sont résumés dans le tableau 6 et la figure 32.
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Tableau 6 : Fréquences des multi-résistances.

Nombre Nombre de Fréquence
d'antibiotiques souches

1 0 0%
2 0 0%
3 5 17,24%
4 6 20,69%
5 4 13,79%
6 4 13,79%
7 2 6,90%
8 7 24,14%
9 0 0%
10 1 3,45%
11 0 0%
12 0 0%
13 0 0%
14 0 0%
15 0 0%
16 0 0%

total 29 100%

Fréquence
24,14%
20,69%
17,24%
13,79%3,79%
6,90%
3,45%
0% 0% 0,00% . 0,00%0,00%0,00%0,00%0,00%0,00%

ATB ATB ATB ATB ATB ATB ATB ATB ATB ATB ATB ATB ATB ATB ATB ATB
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15 16

Figure 32 : Fréquence des multi-résistances.

Les forts pourcentages de multi-résistantes sont enregistrés vis-a-vis de 8 antibiotiques

(24.14%), 4 antibiotiques (20.69%), 3 antibiotiques (17.24%), 5 et 6 antibiotiques (13.79%).Cette
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multi-résistance peut étre due utilisation anarchique et abusive des antibiotiques dans le secteur,

sans avis de vétérinaire.

Le phénomeéne de multi-résistance est généralement du soit a une résistance croisée, c’est-a-
dire résistance de la bactérie a tous les membres d’une classe d’antibiotiques due a un seul
mécanisme de résistance (Chopra et Roberts, 2001 ; Courvalin, 2008) ou a des antibiotiques de
classe différentes ayant la méme cible d’action quand cette derniére est modifiée par un produit
de geéne de résistance (Roberts et al., 1999 ; Courvalin, 2008), soit a la présence de plasmides
porteurs de plusieurs génes conférant la résistance a divers familles d’antibiotiques (Perreten et

al., 1997).
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CONCLUSION

Les entérobactéries occupent une place trés importante en filiere avicole. Cette importance
s’explique aussi bien par la variété des especes bactériennes qui les composent qu’a leur

incidence au niveau de la santé des populations.

Notre étude a été menée sur un total de 80 abats de poulet de chair (foie et rate) prélevés a
Djelfa. Nous avons pu isoler 39 souches d’entérobactéries. Parmi I’ensemble des souches isolées,
Proteus mirabilis reste 1’espece la plus fréquente avec 48.72% (soit 19/39).Salmonella spp.vient

en deuxiéme position avec une valeur estimée a hauteur de 23.08% (soit 9/39).

En ce qui concerne le profil d’antibiorésistance de 1’ensemble des isolats, la majorité des
souches ont exprimé une sensibilité a la plupart des antibiotiques. Ainsi, nous avons observé des
taux de résistance ¢levés vis-a-vis de le tétracycline (100%),la céftazidime et [’acide
nalidixique(79.31%), I’amoxicilline et 1’ofloxacine(72.41%).Des niveaux de résistance mayens
sont enregistrés vis-a-vis de la colistine sulfate (62.07%). Tandis qu’une faible résistance a été
observée avec la céfotaxime, la ciprofloxacine et la lévofloxacine(27.59%), la cefoxitine
(20.96%),la  gentamicine (17.24%),le chloramphénicol (13.79%), I’amoxicilline-acide

clavulanique et I’aztréonam (10.34%), 1I’imipeneme (6.90%) et la fosfomycine (0 %).

Pour ce qui est des isolats de salmonelles, la totalit¢ des souches se sont montrées
résistantes a la tétracycline et a la céfotaxime. Des valeurs élevées sont également enregistrées a
I’encontre de [I’amoxicilline et I’ofloxacine. En revanche, des sensibilités élevées sont
mentionnées pour I’imipéneéme, la ciprofloxacine, [’amoxicilline/acide clavulanique, la
lévofloxacine et la fosfomycine, ce qui leur permet d’étre un choix thérapeutique dans les

¢levages avicoles, dans le cas de traitement de salmonelloses.

Ces résultats sont attribués a I’'usage abusif des antibiotiques sans avis du vétérinaire. Cette
pratique exerce une pression sur les micro-organismes qui développent de la résistance par
plusieurs mécanismes. L’évolution des résistances, comprenant 1’apparition incessante de
nouveaux mécanismes, exige la mise en place d’une politique d’antibiothérapie justifi¢e. La lutte

contre 1I’émergence et la diffusion de ces souches multi-résistantes aux antibiotiques passe par
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une meilleure et une optimisation de leur utilisation. Ainsi, le développement de nouvelles
stratégies et la découverte de nouvelles cibles constituent une nécessité €vidente. Il serait
¢galement intéressant :
e De réaliser des études similaires dans tout le territoire national;
e [Et d’arréter I’emploi des antimicrobiens comme facteurs de croissance chez les animaux;
e FEt de créer des systemes nationaux de suivi de 1’utilisation des antimicrobiens chez les
animaux d’élevage;
e FEt de proscrit les antimicrobiens autorisés le traitement des maladies des animaux
d’élevage;
e Et d’organiser des campagnes de sensibilisation des ¢éleveurs sur la prévention contre les

infections et I’usage prudent des antibiotiques.

Il semble aussi indispensable d’implémenter des mesures de surveillance régulieres et de
revoir les pratiques d’hygiéne, d’¢élevages de poulet et I’utilisation des antibiotiques. Il faut aussi
signaler que les bactéries multirésistantes peuvent étre facilement transmises aux humains, et

leurs traitements par antibiotiques seraient inefficaces.

Cette résistances variables vis-a-vis des antibiotiques testés avec des phénotypes de résistance
différents. Cette résistance différe d’un boucherie a I’autre, cela est peut étre di a 1’origine des

poussins, aux conditions d’¢levage et a 1’antibiothérapie exercée par les aviculteurs.

L’utilisation des antibiotiques dans le domaine humain ou animal contribue a ’apparition de

la résistance des souches, commensales ou pathogénes, aux antibiotiques.

En perspectives, les salmonelles isolées dans cette étude devraient faire 1’objet d’autres
¢tudes sérologiques et génétiques afin de les mieux caractériser en vue de les comparer avec les
souches circulantes au niveau régional et/ou mondial, et de déterminer les facteurs génétiques

responsables de leurs pathogénicité et résistance aux antibiotiques.
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ONPG Urée TSI TDA Indole Les souches
F14 + - Proteus mirabilis
F16 + - Proteus mirabilis
F17 + - Proteus mirabilis
F20 + - Proteus mirabilis
F23 + + + - Proteus mirabilis
F25 + + + - Proteus mirabilis
F26 + - + - Proteus penneri 67.6%
F27(-) + - + - Proteus penneri 67.6%
F31(-) + + - - Proteus mirabilis
F32 + - - - Chromobacterium violaceum
F35(+)n | - - + - - Salmonella
F35(-)n | - - - + - Salmonella Paratyphi A
f36 + + + + Proteus vulgaris group 97,9
F37(-)n | - + + - Proteus mirabilis
F38(-)n |- + - - Chromobacterium violaceum
F39(-)n | - + - - Chromobacterium violaceum
F40(-)n | - + + - Proteus mirabilis
F41 - - - - Salmonella
F42- - - - - Salmonella
F43(-)n | - - - - Salmonella
F44(-)n | - - - - Salmonella
F45 - - + + proteus vulgaris
F46 - - - - Salmonella
F48 + + + - citrobacter braakii 100%
R2 + + - - Proteus mirabilis
R11 + - + + Salmonella spp 65.7%
R15 + + + - Proteus mirabilis
R16 - - + - - Salmonella
R20(+)v | - + - - + Proteus mirabilis 100%
R20(-)n | + + + + Proteus vulgaris group
R22 () |+ + + + Proteus vulgaris group
R26 + - - - citrobacter freundii

Résultats d'identification morphologiques
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Composition des différents milieux de cultures utilisés
Gélose de conservation
Peptone 10g
Agar 10g
Extrait de viande S5g
Chlorure de sodium S5¢g
Eau distillée q.s.p 1000ml
pH=7.3
Hektoen
Protéose peptone 12¢g
Extrait de levure 3g
Chlorure de sodium S5g
Thiosulfate de sodium 9¢g
Sels biliaires 1,5g
Citrate de fer ammoniacul 2g
Salicine 12¢g
Lactose 12¢g
Saccharose 12g
Fuchine acide 0,1g
Bleu de bromothymol 0,065¢g
Agar 13g Eau distillée g.s.p 1000ml

pH=7,5
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Muller-Hinton

Infusion de viande de boeuf déshydraté 3g

Hydrolysat de caséine 17,5g

Amidon 1,5¢

Agar 10g

Eau distillée q.s.p 1000ml
pH =7,4

Brain Heart Infusion Broth

Ingredients Gms / Litre
Calf brain, infusion from 200.000
Beef heart, infusion from 250.000
Proteose peptone 10.000
Dextrose 2.000
Sodium chloride 5.000
Disodium phosphate 2.500
pH (at 25°C) 7.4+0.2

Composition des réactifs

Réactif de TDA
Soluté de perchlorure de fer feC 13 10 ml
Eau distillée 20 ml

Réactif de Kovacs
Alcool amylique 5¢g
Paradiméthylamino-benzaldéhyde 75 ml

HCL pur 25 ml
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