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En Algérie, on rencontre deux types de tortues. Le premier type présent
sous deux taxons de I’espéce Testudo graeca (Tortue mauresque) sont Testudo
graeca graeca de couleur vert-olive et la Testudo graeca nabeulensis. La seconde

espéce est connue sous le nom de Testudo whitei (Kechar, 2013).

La biodiversité des tortues terrestres en Algérie se limite en une seule
espéce Testudo graeca, de la Famille Testudinidae. Sa distribution dans I'Afrique du
nord sétend de l'ouest du Maroc a la Libye Cyrénaique. La distribution algérienne a
large bande de cette espéce s'‘étend sur toute la partie nord du pays, a partir de
I’étage bioclimatique humide, a D’aride, et du niveau de la mer jusqu’aux zones

daltitudes de 1400 m dans I'Atlas saharien (Tiar et al.,2019).

Le régime alimentaire de T. graeca comprennent également une grande
variété de plantes cultivees (luzerne, feuilles de pomme de terre, tomates, laitues,
etc.), la tortue peut consommer occasionnellement des invertebrées (EI Mouden et

al., 2006). Les tortues terrestres sont pour la plupart végétariennes (phytophages).

Classification de la tortue grec (Testudo graeca) est: réegne Animalia —
embranchement Chordata — sous embranchement Vertebrata — clade Amniota —
classe Reptilia — ordre Testudines — sous ordre Cryptodira — famille Testudinidae —

genre Testudo (Kammerer, 2021).

La flore intestinale des tortues représente une variabilité: Cellulomonas
flavigena, Enterococcus faecalis, E. coli, et Proteus mirabilis, chez les adultes, les
isolats présentaient une plus grande diversité et une meilleure qualité zoonotique. Il
s’agissait de Salmonella enterica serovars Newport, Daytona et Braenderup;
Listeria  monocytogenes,  Yersinia  enterocolitica,  Yersinia  ruckeri, Klebsiella
pneumoniae, Vibrio fluvialis, Serratia marcescens, Aeromonas sobria, Aeromonas
caviae, Hafnia alvei, Edwardsiella tarda et Citrobacter braakii (Meri¢ et Tunaligi,
2016).

Les bactéries pathogenes transmissibles aux étres humains par contact avec
les tortues de compagnie est inhibée le tractus gastro-intestinal qui cause des
contaminations d’environnement et d’eau qui causse des maladies bactériennes chez
nous et les tortues par contact direct et indirect, les bactéries pathogénes elles sont

Salmonella spp, Citrobacter spp, Mycobacterium spp, Aeromonas

-
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spp, Pseudomonas spp, Proteus spp, Providencia spp Morganella spp, Klebsiella
spp, Serratia spp, Edwardsiella spp, Enterobacter spp, Stenotrophomonas spp,
Staphylococcus spp, Pasteurella spp, Vibrio spp, et Escherichia coli ( Hossain et
Heo, 2021).

Cette derniere  (Escherichia coli) est une bactérie avec une place
particuliere dans le monde microbiologique car elle peut provoquer des infections
graves chez I’homme et I’animal mais représente également une part importante du
microbiote autochtone des différents hotes. La transmission possible d’E. coli
virulente et/ou résistante entre les animaux et les humains par de nombreuses Vvoies,
telles que le contact direct, le contact avec les excrétions animales ou via la chaine
alimentaire, est une préoccupation majeure. E. coli représente également un
réservoir important de genes de résistance qui peuvent étre responsables du
traitement (Poirel et al., 2018).

En 1885, Escherichia décrit un micro-organisme commensal du gros
intestin, une bactérie appelée Bacterium coli commune. En 1894 a été découvert
dans une infection urinaire. Le nom Escherichia coli a été proposé par Castellani et
Chalmers en 1919 est la méme souche d’Escherichia coli transmis a toutes les
bactéries intestinales et méme a I’ensemble de la communauté bactérienne

(Grimont, 1987).

Escherichia coli est un habitant naturel du gros intestin et de 1’intestin gréle
inférieur de tous les mammiféres. 1l est généralement présent en plus grand nombre
chez les carnivores et les omnivores que E coli est excrétée dans les féces et peut
survivre dans les particules fécales, la poussiére et 1’eau pendant des semaines ou
des mois. La détection précoce et la facilité de culture (division cellulaire toutes les

20 min a 37 °C) en font un outil de recherche pratique (Bhatia et Ichhpujani 2008).

Chagque bactérie a des caracteres morphologiques spécifiques, E. coli est
bacille Gram — de taille différent, la longueur (1- 3 um) et la largueur (0,4-0,7 pm).
L’infection est extra- intestinales, non sporulée, fimbriae est présent dans 80% des
souches, la mobilité sous fait grace a une ciliature péri triche et 80% des souches
sont mobile et généralement les souches E. coli qui composée a une capsule de

nature polysaccharide (Bhatia et Ichhpujani, 2008).

-



Introduction générale

Ce micro-organisme peut étre facilement cultivé dans des milieux
ordinaires et ne présente aucun besoin nutritionnel complexe. Il pousse sur une large
plage de température, mais 37°C c’est la température optimale. Il pousse également
bien sous conditions aérobies et anaérobies. Dans les 18-24 heures Une croissance
luxuriante se produit méme sur des milieux sélectifs. La taille de la colonie est de 1 a
1,5 mm de diameétre, et ce sont lisse, circulaire, brillant et translucide (Bhatia et
Ichhpujani, 2008).

E. coli possédant trois types d’antigénes, ’antigéne O est peut étre détecté
en faisant bouillir ou en auto-clavant les souches pour surmonter la non-agrégation
provoquée par I’antigéne K a été classé en trois groupes: le type A est associé a la
présence d’une capsule résistante a la chaleur (121°C pendant 2 heures), et méme
aprés ce traitement thermique I’antigéne conserve sa capacité de liaison, l’antigéne L
est détruit en 1 heure a 100C et perd sa capacité a éliminer les anticorps spécifiques
du sérum, I’antigéne B perd également son antigénicité s’il est traité a 121 C pendant
2 heure, mais conserve la capacité de se lier a anticorps spécifique. L’antigéne H est
généralement monophasique, rarement pour trouve dans souches bi phasiques
(Bhatia et Ichhpujani, 2008).

L’utilisation généralisée d’antibiotiques chez les humains, les animaux
domestiques, 1’aquaculture et D’agriculture a conduit a leur présence accrue dans
I’environnement et a créé la pression sélective nécessaire pour que certaines
bactéries développent une résistance aux antibiotiques (Pifiera-Pasquino, 2006). La
résistance bactérienne est la capacité des cellules bactériennes a prévenir les effets
bactériostatiques ou bactéricides des antibiotiques. L’utilisation excessive et
involontaire d’antibiotiques contribue au développement de la résistance chez les
bactéries. En raison de [D’absorption massive, [’évolution des micro-organismes
résistants au temps et des problémes sont apparus avec ces micro-organismes
résistants pour le traitement de certaines infections. De nos jours, la résistance est un
probléeme majeur dans la voie de la synthése de nouveaux médicaments, le
développement de la résistance aux antibiotiques est un probleme de santé publique

majeur dans le monde entier (Al-Musharafi et Al-Bahry, 2015).

Les origines de la découverte des antibiotiques remontent souvent a 1929,

lorsqu'Alexander  Fleming  reconnut  l'activité  antibactérienne  des  substances
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sécrétées par Penicillium notatum sur des boites de culture contaminées. Cependant,

le développement ultéricur de la pénicilline comme agent thérapeutique n’a été

réalisé qu’au début des années 1940 (Bush, 2010).

Les antibiotiques sont des substances d’origine naturelle (biologiques),
produites par des micro-organismes qui inhibent la croissance d’autres micro-
organismes a faibles concentrations. Semi-synthétique ou produits en totalité par
synthese chimique (synthétique) (Ben Youssef et al.2015). Le mot antibiotique (du
grec anti: contre, biotikos: vie) a été utilisé pour la premiere fois en 1889 pour
décrire des composés utilisés a des fins thérapeutiques dans les maladies
bactériennes chez I'homme et [lanimal (Muylaert et Mainil, 2012). L’effet
d’antibiotique est différant selon le type d’activité soit bactériostatique (arréte la
croissance de la bactérie) soit bactéricide (tue la bactérie) (Yala et al., 2001; Van
Bambeke et al., 2008).

Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) est la concentration la plus faible
concentration dantibiotique capable de provoquer une inhibition complete de Ila
croissance d'une bactérie donnée, appréciable a I'eeil nu, aprés une période

d'incubation donné (Muylaert, et Mainil 2012; Ben Youssef et al., 2015).

Concentration Minimale Bactéricide (CMB) elle correspond a la plus faible
concentration dantibiotique capable de tuer de 99,99% d'une population bactérienne
a partir d'un inoculum prédéfini dans un milieu de croissance spécifiqgue et des
conditions de culture standardisées et le taux de la population survivant est inférieur
ou égal a 0,01% de la colonie initiale (Muylaert, et Mainil 2012; Ben Youssef et
al., 2015).

Les antibiotiques sont classe selon plusieurs critéres, selon 1’origine soit des
antibiotiques naturels produit par des micro-organismes telle que les champignons
inférieurs et les bactéries, soit semi-synthétiques (transformation chimique de
composés naturels), soit artificiels (synthése chimique). Selon le spectre d’activité
qui représente les antibiotiques a spectres larges (agit sur nombre de bactérie) et les
antibiotiques a spectres étroit (agit certaine bactérie) (Fair et Tor 2014; Ben
Youssef et al., 2015).

Selon le mode d’action nous avons:

.
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Antibiotigues inhibant la synthése de la paroi bactérienne : c’est ’action des béta-

lactamines qui posséde un noyau tres affinité pour le site catalytique des PLP,
enzyme essentielle & la synthese et du remodelage du peptidoglycane (la Muréine)
de la bactérie. Ces enzymes interviennent pour faire la stabilisation du
peptidoglycane et sa synthése qui assure la protection de la cellule (Torche et

Bensegueni, 2020).

Antibiotiques _inhibiteurs de la membrane cytoplasmique: les Polymyxines:

Polymyxine B et Polymyxine E (colistine) assurent la perturbation (désorganisation)
de la structure membranaire qui provoque la mort de la cellule (Torche et

Bensegueni, 2020).

Antibiotiques inhibiteurs de la synthése des protéines: les antibiotiques inhibent la

fonction des ribosomes contenant des sous-unités 30S ou 50S qui interagie avec la

synthese des protéines (Torche et Bensegueni, 2020).

Antibiotigues actifs sur le métabolisme des acides nucléiques et de leurs précurseurs

les antibiotiques peut bloque I’ARN polymérase, inhibe la synthése 1I’ADN, perturbe
la réplication de I’ADN (Torche et Bensegueni,2020).

Antibiotiques inhibiteurs des voies métaboliques chez les procaryotes (Ben Youssef
et al., 2015). Antibiotiques anti-anaérobies certaines bactéries sont capables de vivre
en anaérobie en utilisant des voies d'oxydoréduction indépendantes de l'oxygeéne, et
peuvent atteindre des niveaux de potentiel redox nettement plus bas que chez les
eucaryotes 2015) (Ben Youssef et al., 2015).

Toxicité des antibiotiques: ceux-ci sont fondamentalement sélectivement toxiques.
Autrement dit, il est toxique pour les bactéries, mais pas pour l'organisme.

Malheureusement, ce n'est pas toujours vrai (Merad et Merad, 2001).

Utilisation Vvétérinaire des antibiotiques: [l'utilisation dantibiotiques chez le bétail
(les animaux sauvages ne sont pratiquement pas affectés) représente environ 60 %
de la production totale dantibiotiques et continue d'augmenter. En particulier, les
tétracyclines, suivies des pénicillines et des sulfamides, sont les antibiotiques les

plus couramment utilisés (Maurin, 2024).

-
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La résistance aux antibiotiques selon les criteres microbiologiques (résistance in
vitro) une souche est dite résistante lorsqu’elle se cultive en présence de concentration plus
¢levée en antibiotique comparativement a d’autres souches qui lui sont phylogénétiquement
liées. Par conséquent, la résistance est une propriété qui ne peut étre étudiée que par
comparaison d’au moins deux souches, dont I'une de référence souvent appelée souche
sauvage et développée en laboratoire a partir d’individus prélevés dans la nature, d’'une méme

espece ou d’un méme genre, cultivées dans les mémes conditions (Muylaert et Mainil,2012).

Les genes de résistance se trouvent soit dans le chromosome (résistance
chromosomique), soit dans un élément mobile (plasmide) les éléments transposables
ou les intégrons (résistance extra chromosomique). La résistance peut étre soit

naturelle, soit acquise (Carle 2010).

Les mécanismes de resistance sont divers et varient selon les bactéries; soit
par la mutation de la cible qui peut entrainer une modification du site de fixation de
I’antibiotique pouvant empécher la liaison de celui-Cci et donc inhiber son action. Soit
par la modification de I’antibiotique; les bactéries peuvent produire une enzyme qui
va modifier (en insérant un résidu chimique) ou cliver la molécule antibiotique
(Berthuin et Miras 2018).

La diminution de I’expression des porines de la membrane bactérienne
assure la réduction de la perméabilité membranaire des antibiotiques dans la cellule
(Berthuin et Miras 2018).

L’efflux des antibiotiques en mettant en place un systtme de pompage actif
hors de la cellule, la bactérie va « éjecter » I’antibiotique a D’extérieur de la cellule
avant que celui-ci n’ait pu agir. Ce mécanisme nécessite toutefois de 1’énergic. Il
s’agit du mécanisme de résistance observé chez Pseudomonas aeruginosa,

responsable de nombreuses infections nosocomiales (Berthuin et Miras 2018).

La question qui se pose quelle est I’effet des antibiotiques sur les souches
E. coli chez les tortues. Pour cela, nous avons opté a ce défi et réalisé ce travail qui
comporte une légere recherche bibliographique; Introduction générale et une partie
pratique (partie expérimentale) qui consiste a effectuer des échantillonnages,
isolement et purification dessouches et antibiogramme de ces souches pour étudier le

profil de la résistance aux antibiotiques.
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Chapitre 1 Matériel et Méthode

Notre étude est basée sur la résistance aux antibiotiques des souches E. coli isolées
chez les tortues. Ce travail a été réalisée dans la période allant du mois d’avril jusqu'a la fin du
mois mai au niveau du laboratoire de PFE (projet de fin d’étude) du département des sciences
biologiques de la faculté des Sciences de la nature et de la vie de ’université Zaine Achour a

Djelfa.

1- Echantillonnage :
1-1. Préléevement :

Nous avons récupéré des échantillons de la matiére fecale des tortues sauvages
capturées dans certaines régions de Djelfa (Ain Oussera, EI Mouilah, Moudjbara, Djelfa,
Tlilat, Boudibe). Le prélevement de la matiere fécale elle sous fait dans laboratoire de PFE et
les échantillons ont été apporté dans des boites stérile pour étre analyse dans laboratoire de
PFE.

Figure 1 : Photos d’une tortue étudiée

1-2. Les caractéres des tortues sauvages étudiées :
e Larégion d’El Mouilah :

Sur les 6 individus récupérer nous avons effectué 6 prélevement de la matiere fécale le 20
avril 2024.

Les caractéristiques de ces tortues sont présentées dans le tableau ci-dessous :

Tableau 1: Caractéristique de tortue de la région EI Mouilah.

Echantillon | Poids (g) | Sexe Race L’age

TDEM1 563,9 Male Testudo graeca | Adulte
TDEM?2 385 Male Testudo graeca | Adulte
TDEMS3 535 Femelle Testudograeca | Adulte
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TDEM4 472 Male Testudo graeca | Adulte
TDEM5 434 Male Testudo graeca | Adulte
TDEM6 580 Male Testudo graeca | Adulte

e Larégion de Moudjbara :

Sur les 12 individus nous avons effectué 12 prélévements de la matiere fécale le 19 avril
2024 et 1 mai et 5 et 7 et 8 mai 2024.

Les caractéristiques de ces tortues sont présentées dans le tableau ci-dessous :
Tableau 2: Caractéristique de tortue de la région Moudjbara.

Le 19 avril 2024

Echantillon | Poids (g) Sexe Race L’age

TDML1 1021 Femelle Testudo graeca | Adulte

TDM2 4495 Male Testudo graeca | Adulte

TDM3 1749,1 Femelle Testudo graeca | Adulte
Le 1 mai 2024

Echantillon | Poids (g) Sexe Race L’age

TDM4 1054 Male Testudo graeca Adulte

TDM5 26 Male Testudo graeca Jeune

TDM6 321 Male Testudo graeca Adulte
Le 5 mai 2024

Echantillon | Poids (g) Sexe Race L’age

TDM7 548,1 Male Testudo graeca Adulte
Le 7 mai 2024

Echantillon | Poids (g) Sexe Race L’age

TDM11 733,4 Male Testudo graeca Adulte

TDM12 1168,4 Femelle Testudo graeca Adulte
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Le 8 mai 2024
Echantillon Poids (g) Sexe Race L’age
TDM13 1811,6 Male Testudo graeca Adulte
TDM14 1391,1 Femelle Testudo graeca Adulte
TDM15 1410,6 Male Testudo graeca Adulte

e Larégion d’Ain Oussera :

Sur les 20 individus nous avons effectué 20 prélevements de la matiére fécale le 25 et 26 avril
2024 et 1 mai 2024.

Les caractéristiques de ces tortues sont présentées dans le tableau ci-dessous :
Tableau 3: Caractéristique de tortue de la région Ain Oussera.

Le 25 avril 2024

Echantillon Poids (g) Sexe Race L’age
TDA1l 1453 Femelle Testudo graeca Adulte
TDA2 524 Male Testudo graeca Adulte
TDA3 1212 Femelle Testudo graeca Adulte
TDA4 962 Femelle Testudo graeca Adulte
TDAS 638 Male Testudo graeca Adulte

Le 26 avril 2024

Echantillon | Poids (g) Sexe Race L’age
TDAG 521 Male Testudo graeca Adulte
TDA7 1036 Femelle Testudo graeca Adulte
TDAS 540 Male Testudo graeca Adulte
TDA9 556 Male Testudo graeca Adulte
TDA10 546 Male Testudo graeca Adulte
TDA1l 542 Male Testudo graeca Adulte
TDA12 1384 Male Testudo graeca Adulte
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Le 1 mai 2024
Echantillon Poids (g) Sexe Race L’age

TDA13 479 Male Testudo graeca Adulte
TDA14 571 Male Testudo graeca Adulte
TDA15 1092 Femelle Testudo graeca Adulte
TDA16 940 Male Testudo graeca Adulte
TDA17 527 Male Testudo graeca Adulte
TDA18 515 Male Testudo graeca Adulte
TDA19 710 Male Testudo graeca Adulte
TDA20 511 Femelle Testudo graeca Adulte

e Larégion de Djelfa:

Sur les 2 individus nous avons effectué 2 prélevements de la matiére fécale.

Les caractéristiques de ces tortues sont présentées dans le tableau ci-dessous :

Tableau4 : Caractéristique de tortue de la région Djelfa.

Le 22 avril 2024

Echantillon | Poids (g) Sexe Race L’age

TD1 690 Male Testudo graeca | Adulte
Le 29 avril 2024 :

Echantillon Poids (9) Sexe Race L’age

TD2 1500 Male Testudo graeca | Adulte

e Larégion de Tlilat :

Sur les 3 individus nous avons effectué 3 prélevements de la matiere fécale le 13 mai 2024.

Les caractéristiques de ces tortues sont présentées dans le tableau ci-dessous :
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Tableau 5: Caractéristique de tortue de la région Tlilat.

Echantillon Poids Sexe Race L’age

TDT2 1029,1 Male Testudo graeca | Adulte
TDT3 1483,8 Femelle Testudo graeca | Adulte
TDT4 461,3 Male Testudo graeca | Adulte

La région de Boudibe:

Sur les 3 individus nous avons effectué 3 prélevements de la matiére fécale le 13 mai 2024.

Les caractéristiques de ces tortues sont présentées dans le tableau ci-dessous :

Tableau 6: Caractéristique de tortue de la région Boudibe.

Echantillon | Poids Sexe Race L’age

TDB1 520,5 Femelle Testudo graeca Adulte
TDB2 434 Male Testudo graeca Adulte
TDB3 924,7 Male Testudo graeca Adulte
TDB4 520,4 Femelle Testudo graeca Adulte
TDB5 545,9 Male Testudo graeca Adulte
TDB6 856 Male Testudo graeca Adulte
TDB7 510 Male Testudo graeca Adulte
TDB8 762,1 Male Testudo graeca Adulte
TDB9 686,4 Male Testudo graeca Adulte
TDB10 12463,4 Femelle Testudo graeca Adulte
TDB11 120,3 Male Testudo graeca Adulte

2-Enrichissement:
Dans un tube a vis contenant du bouillon nutritif, on additionne une quantité de la
matiere fécale a l'aide d'une pipette Pasteur. On mélange bien, et on incube a 37°C pendant 18

a 24heures.
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Figure 2 : Enrichissement dans bouillon nutritive

3- Isolement :
A partir des tubes d’enrichissement, on fait ensemencement par des stries sur un

milieu MacConkey puis on incube les boites pétri dans a 37 C pendant 24 heures.

Figure 3 : Isolement sur gélose de MacConkey

4- Purification :
Apres incubation, on sélectionne les colonies caractéristiques des Escherichia coli
puis on effectue une série de repiquage par des stries sur la gélose MacConkey a I’aide d’une

pipette Pasteur stérile et on incube a 37°C pendant 18 a 24 heures.

5- Identification bactérienne :

5-1. Examen macroscopique :

La gélose MacConkey est un milieu sélectif pour les bactéries BGN c’est-a-dire il permet la
croissance des bactéries Gram négative tout en inhibant le poussé des autres bactéries. Nous

avons recherché 1’aspect E. coli qui est caractérisé par des colonies roses et rondes et lisses.
5-2. Examen microscopique:

Coloration de Gram:(Boussena,2020)
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C'est une double coloration qui nous permet de connaitre la forme, I’arrangement
(mode d’assemblage), la pureté ainsi que la nature biochimique de la paroi des
cellules purifiées. Cette coloration permet de classer les bactéries selon leur capacité
a fixer le cristal violet. Celles qui possedent une enveloppe externe sont décolorées
lors du lavage a I’éthanol (Gram-), alors que celles qui n’en possédent pas vont

retenir le colorant (Gram+).
Le Protocol :

e On dépose une goutte d’eau distillée sur la lame puis on préleve une colonie
bactérienne isolée a I’aide une pipette Pasteur puis on passe la lame sur le bec bunsen
pour fixer 1’échantillon.

e On dépose quelque goutte du violer de gentiane pendant 1 min.

e Ajouter du Lugol et appliquer pendant 1min.

e On traiter par 1’alcool pendant 30 secondes (décoloration par 1’alcool).

e Recoloration par Fuschine pendant 1min puis.

L'observation se fait en ajoutant une goutte de I'huile a immersion et au plus fort
grossissement (grossissement : objectif x 100) en lumiére blanche (lumiére maximale).

Figure 4:Préparation de la coloration de Gram

5-3. Etude les caractéres biochimiques: (Benseghir, 2021)

Les tests biochimiques qui permettre I’identification précises des espéces bactériennes comme

le métabolisme respiratoire et glucidique et protéiques.

Préparation de la suspension bactérienne:
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La suspension bactérienne est préparée en dissociant une colonie dans de 1’eau physiologique,

puis on mélange pour homogénéiser.
Fermentation du lactose et glucose et la production de gaz et H,S: (Issame et Anis, 2017)
Principe :

Milieu TSI (Triple Sugar Iron) c’est un milieu solide non sélectif différentiel en pente utilisé
pour différencier les BGN sur la base de leur capacité de fermentation du glucose, du lactose
et de leur capacité de production de sulfures et du gaz.

Mode opératoire :

A T’aide une pipette Pasteur on préléve des gouttes de la suspension bactérienne et
ensemencer le culot par piqure centrale puis on fait ensemencer par des stries a la surface de

la pente puis en incubée dans I’étuve a 37 T pendant 24 heures.

La lecture :

e La coloration jaune du culot indique la fermentation de glucose donc la bactérie est
dite Glucose+.

e La coloration jaune de la pente montre la dégradation de lactose donc la bactérie est
dite Lactose+.

e Le décollement de la gélose indique la production de gaz, la bactérie est appelée ainsi,
Gaz+.

e [’absence de noircissement de milieu indique I’absence de la réduction de thiosulfate

de sodium en H.S, donc set H»S-.

.
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Figure 5: Test Fermentation du lactose et glucose et la production de gaz et H2S
Test de citrate de Simmons: (Boussena, 2020).
Principe :

Ce milieu est un exemple de milieu synthétique, c'est-a-dire de milieu dont la composition,

qui est complexe, est connue exactement tant qualitativement que quantitativement.
Dans ce milieu de citrate C6H5073-est 1’unique source de carbone.
Mode opératoire:

A T’aide une pipette Pasteur on préleve des gouttes de la suspension bactérienne et
ensemencer par des stries a la surface de la pente puis on incube dans I’étuve a 37 C*° pendant
24 heures (1 jouer) a 7 jouer.

La lecture :

e Virage de l'indicateur de pH au bleu : il y a eu alcalinisation du milieu et la souche est
citrate de Simmons +.

E
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e Pas de virage de l'indicateur de pH: il n'y a pas eu alcalinisation et le milieu ne

présente pas de culture. La souche est citrate de Simmons -.

Figure 6: Milieu citrate de Simmons.
Production d’indole: (Maria et Mac 2009)
Principe:

Le test d’indole vérifie la capacit¢é d’un organisme a dégrader l’acide aminé
tryptophane et a produire de 1’indole. 1l est utilisé dans le cadre des procédures IMVIiC, une
batterie de tests congus pour distinguer les membres de la famille des entérobactéries

Mode opératoire :

Dans un tube a vis qui contenant 1’eau peptone exemple d’indole, on additionne des

gouttes de la suspension bactérienne puis incubée dans 1’étuve a 44°C pendant 24 heures.
La lecture :
Apres I’incubation on ajoute 5 gouttes de réactif Kovacs:

e Présence d’anneau rouge: indole +

e Présence d’anneau rouge (absence d’anneau rouge): Indole-
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Figure 7: Test de production d'indole

Test de catalase: (Boussena, 2020)
Principe:
Une enzyme décomposant I’eau oxygénée en eau et en oxygénée gazeux.
H202 — %02+ H20

Mode opératoire :

Prendre une lame et déposer une goutte d'eau oxygénée a 10 volumes et prélever une colonie

a I’aide pipette Pasteur et dissocier la colonie dans la goutte.

La lecture :

Le dégagement des bulles gazeuses signe la présence de I’enzyme.
Test nitrate-réductase: (Boussena, 2020)

Principe:

En absence d’oxygéne, certaines bactéries peuvent obtenir leur énergie par respiration
anaérobie. Cette respiration anaérobie est liée a ’activité d’enzymes localisées dans la

membrane plasmique bactérienne.
Mode opératoire :

Dans un tube a vis qui contenant bouillon nitraté on additionne des gouttes de la

suspension bactérienne puis incubée dans 1’étuve a 37 °C pendant 24 heures.
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La lecture :

e Apres incubation on ajoute trois gouttes d'acide parasulfanilique en milieu acétique
(réactif NIT 1) puis une a trois d'alpha-naphtylamine en milieu acétique (réactifNIT2).
Le milieu devient rouge: présence de nitrites. Donc la bactérie posséde un nitrate
réductase (Résultat NR+).

e Le milieu reste inchangé : on ajoute alors de la poudre de zinc qui joue le méme role
que le nitrate réductase vis a vis des nitrates.

e Coloration rouge : on a donc eu transformation des nitrates en nitrites par le zinc. La

bactérie ne possédait pas cette enzyme (Résultat NR-)

e Pas de coloration : les nitrates ont été transformés par la bactérie au-dela des nitrites.

La bactérie posséde cette enzyme. Résultat NR+

Figure 8: Test nitrate réductase

Test oxydase: (Boussena, 2020)
Principe:

Le test consiste a mettre en évidence la capacité que posséde la bactérie a produire le
cytochrome-oxydase pour oxyder un réactif incolore (la N, N’- diméthyl-
paraphénylénediamine) en un dérivé rose violacé. Le test est un utile pour orienter
’identification des BGN.
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Mode opératoire:

Placer un disque d’oxydase sur une lame a l’aide une pince flambée puis on
additionne des gouttes de la suspension bactérienne sur les disques et laisse 30 seconde pour
fait la lecture.

La lecture :

e Silacoloration violette donc Oxydase.

e S’iln’ya pas de coloration donc Oxydase -.

Tmemny
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Figure 9 : Test d'oxydase
Test ONPG (o-nitrophényl-3-D-galactopyranoside):
Principe:

Est utilisé pour déterminer la présence ou absence de 1’enzyme [3-galactosidase dans
un organisme. La présence de deux enzymes, perméase et 3-galactosidase, est nécessaire pour
démontrer la fermentation du lactose. La perméase permet au lactose d’entrer dans la cellule
bactérienne. Chez les bactéries qui fermentent le lactose, la dégradation du lactose en glucose

et galactose implique I’enzyme béta-galactosidase.
Mode opératoire:

Addition un disque d’ONPG dans un tube a 1’aide une pince flambée puis on
additionne la suspension bactérienne sur les disques et incubée dans I’é¢tuve a 37 °C pendant

24 heures.

La lecture :
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e Résultat positif : couleur jaune (indique le fermenteur de lactose).

e Résultat négatif : incolore/jaune péle (indique le lactose non fermenteur).

6-Antibiogramme

L’antibiogramme est un examen permettant de tester I’effet des antibiotiques sur les
bactéries, ce test a été réaliser au laboratoire par la méthode de diffusion sur la gélose de
Mueller-Hinton (MH) selon les recommandations de la société francaise de microbiologie
(CA-SFM-Vet, 2024)

Mode opératoire:

A partir de la suspension bactérienne on introduit 1’écouvillon dans le tube de la suspension

puis on tourne 1’écouvillon a la paroi du tube.

On ensemence la surface de la gélose par des stries séries en tournant la boite de 45° dans les

trois directions.

On dispose les disques d’antibiotiques sur la gélose a 1’aide d’une pince stérile.
Incubée les boit pétri dans I’étuve a 37°C pendant 24 heures.

Apres incubation on mesure les diametres des zones d’inhibition.

L’interprétation des résultats se fait selon les recommandations de la société francaise de

microbiologie (CA-SFM-vet, 2024).

e
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Figure 10: Antibiogramme sur gélose MH
7- BLSE (béta-lactamine a spectre élargi) :

BLSE (béta-lactamine a spectre élargi) c’est un enzyme hydrolysant les pénicillines
et céphalosporines (C1G, C2G, C3G) et ’aztréoname mais est inactive avec céphamycine et
carbapéneme. Les BLSE sont isolées principalement chez les entérobactéries (Jarlier et al.,
1988)

Principe :

Selon les recommandations de la Commission d’Antibiogramme de la Société
Francaise de Microbiologie, dans une boit pétri qui contenant gélose MH on mettre le disque
AMC, centre-a-centre les disques CAZ et CTX a distance de 25mm. Dans I’autre coté le

disque AMC est placé centre a centre avec les disques FEP et ATM a distance de 30mm.
La lecture:

La présence d’'une BLSE s’exprime par I’apparition d’une synergie dite en « bouchon de

champagne » entre CAZ, CTX, FEP avec le disque ATM.
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Résultat

1-Echantillonnage et prélévements:

Durant notre étude, nous nous sommes intéressés a la recherche de souches d'E coli

résistantes aux antibiotiques chez les tortues sauvages dans la région de la wilaya de Djelfa

pendant une durée de période estimée de deux mois (avril- mai).

Nous avons prélevé 54 échantillons.

Tableau 7: Présentation de la distribution des échantillons.

Lieur de capture Echantillon Nombre totale | Nombre des | Nombre  des
des tortues femelles males

El Mouilah TDEM 6 1 5

Moudjbara TDM 12 4 8

Ain Oussera TDA 20 7 13

Djelfa TD 2 0 2

Tlilat TDT 3 1 2

Boudibe TDB 11 3 8

2- Analyse bactériologique :

2-1. Etude Macroscopique :

La purification sur le milieu MacConkey nous a permis d’obtenir des colonies de couleur

rose, ronde, lisse ces qui représenté les caractéres des souches E. coli.

Figure 11: Exemple de résultat d’isolement et de purification

E
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2-2. Etude Microscopique :

A partir la coloration de Gram on fait observation dans la microscopie optique on observe des

cellules de forme bacille et la couleur rose alors sont des bactéries Gram négative.
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Figure 12: observation apres coloration de Gram en (grossissement* 1000) (origine 2024)

2-3. ldentification des tests biochimiques :

Apres les tests d’indentification biochimique nous avons obtenir les résultats suivant :

Tableau 8: Les caracteres biochimiques des souches E. coli.

Les Indole | Nitrate | Glucose | Lactose | Gaz | H2S | Citrate | Catalase | Oxydase | ONPG
souches

Les + + + + + - - + - +
caractéres
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D’apres les résultats obtenir nous avons préleve 54 échantillons, ce qui a permet d’isoler 46

souches.

A partir des 46 souches, nous avons identifié 28 souches comme souches d’E. coli et 18

comme autres souches bactériennes (Proteus spp et Klebsiella spp).
2-4 Reépartition des souches E. coli selon I’origine du prélévement:

Tableau 9: Répartition des souches selon 1’origine des prélévements.

TDEM TDM TDA TD TDT TDB Totale
Nombre de 6 12 20 2 3 11 54
prélevement
Nombre des 6 10 17 2 3 8 46
souches isolées
Nombre des 4 6 9 0 3 6 28
souches E. coli
Le taux des 6/6 10/12 17/20 2/2 3/3 8/11 46/54
souches isolées
Le taux des 4/6 6/10 9/17 0/2 3/3 6/11 28/46
souches E. coli

Le taux des souches E. coli dans la région ElI Mouilah est plutét moyen de pourcentage
66,66%. Le taux des souches E. coli dans la région Moudjbara est plutét moyen de
pourcentage 60%. Le taux des souches E. coli dans la région Ain Oussera est moyen de
pourcentage 52,94%. Le taux des souches E. coli dans la région Djelfa est faible de
pourcentage 0%. Le taux des souches E. coli dans la région Tlilat est plus éléve de
pourcentage 100%. Le taux des souches E. coli dans la région Boudibe est moyen de

pourcentage 54,54%.
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2-5- Répartition des souches E. coli selon le sexe:

Tableau 10: Répartition des souches E. coli selon le sexe.

Le sexe Les souches E. coli
Male 19

% Male 67,85%

Femelle 9

% Femelle 32,14%

Nous remarquons que le nombre des souches E. coli est plus grands chez male de pourcentage
67,85% par rapport les femelles 32,14%.

3- Etude la résistance et la sensibilité des antibiotiques:

3-1 Antibiogramme :

Figure 1: Résultat d'antibiogramme d’une souche (Originale, 2024).

E
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Tableau 11: Profile de la résistance et la sensibilit¢ des souches E. coli isolées aux

antibiotiques.
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R: Résistante, S: Sensible, I: Intermédiaire.

Les résultats des tests antibiogrammes des souches E. coli observés sont comme suite:
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e Lessouches E. coli présentant résistance totale aux antibiotiques : Céftazidime.

e Certaines souches d’E. coli sont sensibles a ces antibiotiques : Céfépime, Aztreonam,
Amikacine, Ticarcilline, Acide Nalidixique, Tobramycine.

e Certaines souches d’E. coli présentent une résistance vis-a-vis des antibiotiques :

Kanamycine, Amoxicillin- acide clavulanique, Ticarcilline.
3-2 Distribution des souches E. coli selon I’origine de la résistance aux antibiotiques :

Tableau 12: Répartition de taux des souches selon 1’origine et la résistance aux antibiotiques.

ATM AUG FEP | CAZ AN TIC NA K TOB
TDEM 0/4 4/4 Ya 4/4 Ya 4/4 Ya 4/4 0/4
TDEM% 0% 100% 25% | 100% 25% 100% 25% 100% 0%
TDM 0/6 5/6 1/6 6/6 1/6 4/6 0/6 5/6 1/6
TDM% 0% 83,3% | 16,6% | 100% 16,6% | 66,66% 0% 83,3% | 16,66%
TDA 0/9 9/9 1/9 9/9 1/9 5/9 1/9 9/9 3/9
TDA% 0% 100% | 11,11% | 100% 11,11% | 66,66% | 11,11% | 100% | 33,33%
TDT 0/3 3/3 0/3 3/3 1/3 2/3 1/3 3/3 1/3
TDT% 0% 100% 0% 100% | 33,33% | 55,55% | 33,33% | 100% | 33,33%
TDB 0/6 6/6 1/6 6/6 3/6 3/6 0/6 6/6 1/6
TDB% 0% 100% | 11,11% | 100% 50% 50% 0% 100% | 16,66%

Nous avons remarqué une résistance totale :

e Amoxicillin- acide clavulanique dans les tortues: EI Mouilah - Ain Oussera - Tlilat

- Boudibe.
e Céftazidime dans les tortues: EI Mouilah - Moudjbara -Ain Oussera — Tlilat -Boudibe.
e Ticarcilline dans les tortues: EI Mouilah.

e Kanamycine dans les tortues: EI Mouilah - Ain Oussera — Tlilat - Boudibe.
Par contre nous remarquons la sensibilité totale :

e Aztreoname dans les tortues: Tlilat - Boudibe.

e Céfépime dans les tortues: Tlilat.

e Acide Nalidixique dans les tortues: Moudjbara - Boudibe.

e Tobramycine dans les tortues : EI Mouilah.

3-3 Distribution de la résistance aux antibiotiques des souches E. coli selon le sexe:

S
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Tableau 13: Répartition de la résistance aux antibiotiques des souches E. coli selon le sexe.

ATM | AUG | FEP CAZ | AN TIC NA K TOB Totale
Femelle 0 8 1 9 1 6 1 9 2 9
Femelle% | O 88,88 | 11,11 |100 |11,11 66,66 |11,11 | 100 22,22 | 100
Mal 0 19 3 19 6 11 2 18 4 19
Mal % 0 100 15,78 | 100 |3157 57,89 |10,52 |94,73 |21,05 | 100

On remarque que la résistance aux antibiotiques chez les males est plus forte par rapporte les
femelles aux antibiotiques Céfépime, Amikacine, Amoxicilline-acide clavulanique et moins
résistance pour Kanamycine et Acide Nalidixique et Ticarcilline et Tobramycine mais la

résistance au Céftazidime est le méme.
3-4 La résistance aux antibiotiques :

Tableau 14: Profile de la résistance aux antibiotiques utilisés sur les souches E coli.

La famille Les antibiotiques Nombre des souches
résistés
AUG 27
ATM 0
Béta-lactamine FEP 4
CAZ 28
TIC 17
AN 6
Aminoside K 27
TOB 6
Quinolone NA 3

Les antibiotiques utilisés au cours de notre étude représentent 5 antibiotiques de la famille
béta-lactamine et 3 antibiotiques de la famille Aminoside et un seul antibiotique de la famille

Quinolone, ces antibiotiques a été testes sur 28 souches d’E. coli les résultats suivants :

e Pour les béta-lactamine : les souches présentent un grand taux de résistance par

rapport a la Céftazidime et Amoxicillin- acide clavulanique et Ticarcilline

<
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contrairement autres antibiotiques (Aztreonam et Céfépime), le taux de la sensibilité

est grand.

e Pour les Aminoside : le taux de la résistance est fort pour Kanamycine par contre le

taux de la sensibilité aux antibiotiques est grand pour Amikacine, Tobramycine.

e Pour Quinolone: Le taux de la sensibilité aux antibiotiques est grand avec 1’acide

Nalidixique.

3-5 Phénotypes de la résistance aux antibiotiques des souches E. coli isolées:

Tableau 15: Phénotype de la résistance aux antibiotiques sur les souches E. coli.

Les souches Phénotype de résistance Nombre | Pourcentage
TDEM1 AUG -CAZ-TIC- K 4/9 44,44
TDEM2 AUG -CAZ- TIC- NA- K 5/9 55,55
TDEM3 AUG- CAZ-TIC-K 4/9 44,44
TDEMS5 AUG- FEP- CAZ- AN-TIC- K 6/9 66,66

TDM1 AUG- CAZ- AN-TIC-K 5/9 55,55
TDM7 AUG- CAZ-TOB 3/9 33,33
TDM12 AUG- CAZ-TIC- K 4/9 44,44
TDM13 AUG- FEP- CAZ-TIC- K 5/9 55,55
TDM14 CAZ-K 2/9 22,22
TDM15 AUG -CAZ- K 3/9 33,33
TDA4 AUG -FEP- CAZ-TIC- K 5/9 55,55
TDAG AUG- CAZ- K 3/9 33,33
TDA7 AUG -CAZ- K 3/9 33,33
TDA9 AUG- CAZ-TIC- K 4/9 44,44
TDA10 AUG- CAZ- AN-TIC- K- TOB 6/9 66,66
TDA11l AUG- CAZ-TIC- K 4/9 44,44
TDA15 AUG- CAZ- K 3/9 33,33
TDA16 AUG- CAZ-K-TOB 4/9 44,44
TDA20 AUG- CAZ-TIC- NA- K- TOB 6/9 66,66
TDT2 AUG- CAZ- NA-K 4/9 44,44
TDT3 AUG- CAZ-TIC-K-TOB 5/9 55,55
TDT4 AUG- CAZ-TIC-K 4/9 44,44
TDB3 AUG- CAZ- K 3/9 33,33
TDB5 AUG- CAZ- AN-TIC-K 5/9 55,55
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TDB6 AUG -FEP- CAZ- K 4/9 44.44
TDBS8 AUG -CAZ -AN -TIC -K- TOB 6/9 66,66
TDB9 AUG- CAZ- AN- K 4/9 44 .44
TDB11 AUG- CAZ-TIC-K 4/9 44.44

3-6 Répartition des phénotypes de la résistance aux antibiotiques des souches E. coli

isolées selon le sexe :

Tableau 16: Répartition des phénotypes de la résistance aux antibiotiques des souches E. coli

isolées selon les femelles.

Les souches Phénotype de résistance Nombre | Pourcentage
TDEM3 AUG- CAZ-TIC- K 4/9 44,44
TDM1 AUG- CAZ- AN-TIC-K 5/9 55,55
TDM12 AUG- CAZ-TIC-K 4/9 44,44
TDM14 CAZ-K 2/9 22,22
TDA4 AUG -FEP- CAZ-TIC- K 5/9 55,55
TDA7 | AUG -CAZ-K 3/9 33,33
TDA15 | AUG-CAZ-K 3/9 33,33
TDA20 | AUG- CAZ- TIC- NA- K- TOB 6/9 66,66
TDT3 AUG- CAZ-TIC-K-TOB 5/9 55,55

Tableau 17: Répartition des phénotypes de la résistance aux antibiotiques des souches E. coli

isolées selon le sexe mal.

Les souches Phénotype de résistance Nombre | Pourcentage
TDEM1 AUG -CAZ-TIC- K 4/9 44,44
TDEM2 AUG -CAZ- TIC- NA- K 5/9 55,55
TDEMb5 AUG- FEP- CAZ- AN-TIC- K 6/9 66,66

TDM7 AUG- CAZ-TOB 3/9 33,33
TDM13 AUG- FEP- CAZ-TIC-K 5/9 55,55
TDM15 AUG -CAZ- K 3/9 33,33
TDAG AUG- CAZ- K 3/9 33,33
TDA9 AUG- CAZ-TIC- K 4/9 44,44
TDA10 AUG- CAZ- AN-TIC- K- TOB 6/9 66,66
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TDA11 AUG- CAZ-TIC- K 4/9 44,44
TDA16 AUG- CAZ- K- TOB 4/9 4444

TDT2 AUG- CAZ- NA- K 4/9 44,44
TDT4 AUG- CAZ-TIC- K 4/9 44,44
TDB3 AUG- CAZ- K 3/9 33,33
TDB5 AUG- CAZ- AN-TIC- K 5/9 55,55
TDB6 AUG —-FEP- CAZ- K 4/9 44,44
TDBS8 AUG -CAZ -AN -TIC -K- TOB 6/9 66,66
TDB9 AUG- CAZ- AN- K 4/9 44,44
TDB11 AUG- CAZ-TIC- K 4/9 44,44

3-7 Les résultats généraux :

Tableau 18: Les résultats généraux.

Les Nombre Nombre des | Nombre Nombres des | Le taux de la Pourcentage de

antibiotiques | des souches des souches | souches résistance aux | la résistance aux
souches résistantes sensibles intermédiaires | antibiotiques antibiotiques
isolées

ATM 28 0 23 5 0/28 0

AUG 28 27 1 / 27/28 96,43

FEP 28 4 11 13 4/28 14,29

CAZ 28 28 / / 28/28 100

AN 28 7 21 / 7/28 25

TIC 28 17 11 / 17/28 60,71

NA 28 3 25 / 3/28 10,71

K 28 27 / 1 27128 96,43

TOB 28 6 22 / 6/28 21,42

A partir des résultats de la résistance aux antibiotiques le taux de la résistance est élevé pour

les antibiotiques Ceftazidime et Amoxicilline+Acide Clavulanique et Kanamycine, et le taux

de la résistance moyen pour Ticarcilline, mais le taux de la résistance est mois pour les

antibiotiques Aztreoman et Céfépime et Acide nalidixique et Tobramycine.
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3-8 Les résultats du test de synergie

Tableau 19: Les résultats du test de synergie des souches E. coli.
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Figure 14: Image de synergie
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Les souches d'Escherichia coli isolées de la matiere fécale des tortues elles ont
montré des taux de la résistante élevée pour les antibiotiques chez Céftazidime et
Amoxicillin- acide clavulanique et Kanamycine. et le taux de résistance moyenne pour
I’antibiotique chez Ticarcilline, les taux de résistance est faible pour les antibiotiques chez

Céfépine et Amikacine et Acide Nalidixique et Tobramycine et Aztreoname.

L’¢étude la résistance aux antibiotiques des souches E. coli isolées chez les tortues

c’est la premiére étude en Algérie.

Le taux des souches résistantes a I'Amoxicilline + Acide clavulanique est plutot
élevée, estimé a (96,43%) mais il est plus élevé par rapport au résultat d’étude (Gambino et
al., 2021).

Le taux des souches d’Escherichia coli isolées présentant une résistance élevée au
antibiotique Kanamycine estimée a (96,43%) dans laquelle I’¢tude de la société américaine de
la microbiologie est montré que le taux de résistance d’antibiotique est estimé (100%). Pour
I’antibiotique Tobramycine le taux de résistance est estimé (21,42%) et plus faible par rapport

I’étude menée (Diaz et al.,2006) de pourcentage (100%).

Le taux des souches d’Escherichia coli isolées présentant le taux de résistance
moyen au antibiotique Ticarcilline estimé a (60,71%) mais elle est plus élevée par rapport au
résultat d’étude Bio-one menée par Rasmussen et al., 2017 qui est d’environ (2,5%)

(Rasmussen et al., 2017).

Les resultats obtenus ont montré que le taux des isolats des souches d'Escherichia
coli résistantes & Amikacin est plutot faible, estime a (25%). Mais elle est élevée par rapport
au résultat d’étude menée par (Dec et al.,2022) mais pour 1’é¢tude de (Gambino et al., 2021)

le taux de résistance est (0%).

Le taux des souches d’Escherichia coli isolées présentant le taux de résistance faible
au antibiotique Acide Nalidixique estimé a (10,71%) il est plus faible par rapport I’étude
(Satapathy et al., 2016).

En Algérie les médecines utilisent les antibiotiques Aztreonam et Céfépime et
Céftazidime. C’est pour cela nous avons trouvé le taux de la résistance total pour Céftazidime

(100%) I’antibiotique Céfépime le taux de la résistance est plutot faible (14,29%), mais pour

g
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I’antibiotique Aztreonam le taux de la résistance est nul. Donc la résistance totale chez

I’antibiotique Céftazidime est due a I’utilisation de cet antibiotique dans le domaine medical.

L’utilisation généralisée d’antibiotiques chez les humains, les animaux domestiques,
I’aquaculture et 1’agriculture a conduit a leur présence accrue dans I’environnement et a créé
la pression sélective nécessaire pour que certaines bactéries développent une résistance aux

antibiotiques (Pifiera-Pasquino, 2006).

Les populations fauniques sont trés mobiles et avoir de nombreuses sources

d’exposition potentielles (Wheeler et al., 2012).

La densité de la population humaine et les modes d'utilisation des antibiotiques
peuvent egalement contribuer aux variations des échanges bactériens et a la prévalence de
bactérie résistante dans les populations sauvages. Par conséquent, la proximité et les niveaux
d’exposition peuvent créer un effet de gradient de résistance. Les modes de transport des
bactéries varient selon le site et I’espeéce, la variation de la source d’exposition naturelle (p.
ex., chevauchement avec d’autres espéces sauvages endémiques ou humaines (Wheeler et al.,

2012).

Les antibiotiques et les bactéries résistantes aux antibiotiques sont libérés en
quantités variables dans 1’environnement en raison de 1’utilisation accrue et parfois aléatoire
des antibiotiques dans les domaines; medical, vétérinaire, aquacole et agricole (Pifiera-
Pasquino, 2006).

La contamination de I’environnement par des bactéries résistantes traduit I’impact a

plus long terme de ces phénomenes (Guillot, 1989).

La consommation d’antibiotiques présenterait des inconvénients pour 1’organisme,
les antibiotiques ingérés par 1’animal s’accumuleraient dans certains tissus tels que les

muscles et le foie (Vachel et Février, 1952).

Le lien entre I’usage d’antibiotiques et I’émergence d’une résistance bactérienne est
clair: le recours indiscriminé aux antibiotiques favorise 1’émergence d’une résistance
bactérienne. Usage inapproprié d’antibiotiques (L’usage abusif des antibiotiques ou leur

utilisation inadéquate est principalement responsable de 1’émergence de la résistance
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microbienne, et celle-ci augmente a 1’échelle mondiale). L utilisation d’antimicrobiens dans le

secteur agro-alimentaire contribue au fardeau environnemental de la résistance (Carle, 2010).
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Conclusion :

Au cours de notre travail, nous avons isolées 28 d'Escherichia coli a partir de 54 échantillons
de matiere fécale des tortues dans plusieurs régions dans wilaya de Djelfa, puis étudier leur
résistance aux 3 familles d'antibiotiques : Béta-lactamines (Céftazidime, Amoxicillin- acide
clavulanique, Ticarcilline, Aztreoname, Céfépine), Aminoside (Kanamycine, Amikacine,

Tobramycine), Quinolone (Acide Nalidixique).

Pour la famille des béta-lactamines, les souches présentent une résistance totale a la
Céftazidime (100%), et forte résistance a 1’Amoxicillin- acide clavulanique (96.43%) et
Ticarcilline (60.71%) et une faible résistance aux Céfépine (14.29%) et absence la résistance
pour Aztreoname. La résistance a la famille des Aminoside il est tres élevé Kanamycine
(96.43%) et faible pour Amikacine (25%) et Tobramycine (21.42%). Par contre les

antibiotiques de famille des Quinolone la résistance est faible Acide Nalidixique (10.71%).

Aprés avoir mené cette étude, nous avons constaté qu’il existe plusieurs facteurs qui

peuvent rendre E. coli résistant aux antibiotiques.
Il comprend:

e Utilisation inappropriée d'antibiotiques.

e Transmission de souches résistantes d'E. coli a partir dautres sources, telles
que I'environnement ou d'autres animaux.

e Conditions environnementales (telles que la contamination de l'eau et des
aliments) Pour atténuer ce probleme, la sur utilisation d‘antibiotiques doit

étre évitée.

Il est important que les tortues maintiennent un environnement propre et fournissent une

nutrition adéquate pour renforcer leur systeme immunitaire.

Les tortues sont désormais des animaux de compagnie trés populaires qui entrent en contact

direct avec les humains, notamment les enfants.

Par conséquent, pour réduire le risque, les propriétaires de tortues et les vétérinaires doivent

étre sensibilisés a I’importance de la prévention.

-
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Annexe N° 01 :

Matériel utilisé :

Matériel d’échantillonnage

Les flacons stériles- les écouvillons stériles-
les gans- marqueur.

Matériel de stérilisation

Autoclave- bec bunsen.

Matériel de préparation

Agitateurs- balance- éprouvette graduée-
erlenmeyer-aluminium spatule- 1’cau distille

Matériel d’incubation

Etuve de température 37 C°eta 44 C°

Matériel divers

Béchers- boites de Pétri-pipettes Pasteur-
réfrigérateur- flacons- microscopie optique-
lames- tube a vis — bain marie — pince-
pipette plastiques- entonnoir-portoirs —
plaque chauffante.

Les milieux d’cultures :

Milieu d’culture

Macconkey — Triple Sugarlron -citrate de
Simmons- gélose nutritive, Muller —Hinton.

Les bouillons Bouillon nutritive- I’eau physiologiques-
bouillon Nitrate-, eau peptoneexempt indole.
Reéactive Nitrate réductase 1 et 2- kovaces.

Les produits

Violet de Gentiane- Lugol-I’alcool,
Fuschine-disques oxydase- Les disques
d’antibiotiques-disques ONPG- I’eau
OXYygeéne.
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Annexe N° 02 :

La composition des différents milieux d’culture utilisé pour 1L d’eau distille :

Gélose Macconkey :

Gélose Macconkey

Peptone
Lactose
Sels biliaire
Agar

pH=7,4.

Chlorure de sodium.

209
10g.
0.072g
05¢g
12g.

Gélose nutritive :

Gélose nutritive

Extrait de viande
Extrait de levure
Peptone

Chlorure de sodium
Agar

PH=74

10g
2,09
5049
509
1509

L’eau physiologique :

L’eau physiologique

Chlorure de sodium
L’eau distille

90g
1l
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Milieu TSI :

Milieu TSI
Peptones de caséine 15¢
Peptones de viande 500
Extrait de viande 309
Extrait de levure 309
Chlorure de sodium 509
Lactose 10g
Saccharose 10g
Glucose 10g
Citrate de fer III et d’ammonium 0559
Thiosulfate de sodium 059
Rouge de phénol 0,024 ¢
Agar 12g
PH=74

Milieu Citrate de Simmons:

Milieu Citrate de Simmons:

Bleu de bromothymol 209
Chlorure de Sodium 0,08 g
Sulfate de magnesium 509
Hydrogénophosphate de potassium 0,29
Dihydrogénophosphate d’ammonium 109¢
Agar 159
PH=6,9

Gélose Muller-Hinton :

Gélose Muller-Hinton

Infusion de viande de boeuf déshydraté 309¢g
Hydrolysat de caséine 1759
Amidon 1,59 Agar 109

PH=7,3
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Bouillon Nutritive:

Bouillon Nutritive

Infusion de cervelle de veau
Infusion de cceur de beeuf
Proteose-peptone

Glucose

Chlorure de sodium
Phosphate de disodique
PH=74

1259
5049
109
2049
500
2,590

Bouillon Nitrate:

Bouillon Nitrate

Peptone de viande.
Extrait de viande
Chlorure de sodium
Nitrate de potassium
PH=7

109
500
5049
1049

Réactif de Griess | (NRI):

Réactif de Griess | (NRI)

Acide parasulfanilique
Acide acétique 5N

8,09
119

Réactif de Griess 11 (NRII):

Réactif de Griess 11 (NRII)

a-naphtylamine
Acide acétique 5N

6,09
119

Réactif de Kovacs :

Réactif de Kovacs

Alcool amylique 5090
Paradiméthylamino-benzaldehyde 75 ml
HCI pur 25m
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Annexe N° 03 :

Présentation des antibiotiques utilisés.

Les antibiotiques Abréviation La charge de disque | La famille
(Lg)

Amoxicillin-  acide | AUG 30 Béta-lactamine
clavulanique

Aztreonam ATM 30 Béta-lactamine
Céfépime FEP 30 Béta-lactamine
Céftazidime CAZ 10 Béta-lactamine
Amikacine AN 30 Aminoside
Ticarcilline TIC 75 Béta-lactamine
Acide Nalidixique NA 30 Quinolone
Kanamycine K 30 Aminoside
Tobramycine TOB 10 Aminoside
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Annexe N° 04 :

Profil des résultats d’identification biochimique des souches isolées.

Test Indole | Nitrate | Glucose | Lactose | Gaz | H,S | Citrate | Catalase | Oxydase | ONPG
Souches

TDEM1 | + + + + + - - + - +
TDEM2 |+ + + + + - - + - +
TDEM3 | + + + + + - - + - +
TDEM4 | + + + + + - + + - +
TDEMS | + + + + + - - + - +
TDEMG6 | + + + - + + - + - +
TDM1 + + + + + - - + - +
TDM2 + + + + + + - + - +
TDM5 + + + - + + - + - +
TDMG6 + + + - + + - + - +
TDM7 + + + + + - - + - +
TDM11 | + + + - + + - + - +
TDM12 |+ + + + + - - + - +
TDM13 | + + + + + - - + - +
TDM14 |+ + + + + - - + - +
TDM15 | + + + + + - - + - +
TDA1 + + + - + + - + - +
TDA2 + + + - + + - + - +
TDA3 + + + + + + + + - +
TDA4 + + + + + - - + - +
TDAG + + + + + - - + - +
TDA7 + + + + + - - + - +
TDA9 + + + + + - - + - +
TDA10 + + + + + - - + - +
TDA1l |+ + + + + - - + - +
TDA12 + + + + + - + + + +
TDA14 |+ + + + + - + + - +
TDA15 |+ + + + + - - + - +
TDA16 + + + + + - - + - +
TDA17 |+ + + - + + - + - +
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TDA18 + + + - + + - + - +
TDA19 + + + + + + - + - +
TDA20 | + + + + + - - + - +
TD1 + + + + + + - + - +
TD2 + + + - + + - + - +
TDT2 + + + + + - - + - +
TDT3 + + + + + - - + - +
TDT4 + + + + + - - + - +
TDB1 + + + + + - + + - +
TDB2 + + + - + + - + - +
TDB3 + + + + + - - + - +
TDB5 + + + + + - - + - +
TDB6 + + + + + - - + - +
TDB8 + + + + + - - + - +
TDB 9 + + + + + - - + - +
TDB11 |+ + + + + - - + - +

La colore noire : Souches identifiéees comme E. coli.

La colore rouge : Souches identifiées comme non E. coli.
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Annexe N° 05:

Concentrations et diamétres critiques et regles de lecture Interprétative en médecine
vétérinaire pour Enterobacteriaceae(CASFM2023) :

Les Abréviation | Charge de | Concentrations Diamétres critiques(mm)
antibiotiques disque critiques(mg/L)
(Hg)

S< R> R < | S>
Amoxicilline+ | AUG 10-20 8 8 19 - 19
Acide
clavulanique
Aztréonam ATM 30 1 4 21 21-26 26
Céfépime FEP 30 1 4 24 24 -27 27
Ceftazidime CAZ 30 1 4 19 19-22 22
Ticraciline TIC 75 8 8 16 - 16
Tobramycine TOB 10 2 2 16 - 16
Amikacine AN 30 8 8 18 - 18
Kanamycine K 30 8 8 18 - 18
Acide NA 30 8 8 18 - 18
nalidisique

Interprétation:

R: Résistant- S: sensible- I: intermédiaire.




Annexes

Annexe N°06 :

Le profil de La résistance des souches Escherichia coli isolées aux antibiotiques :

ATM | AUG | FEP CAZ |AN |TIC |[NA |K TOB
TDEML | 27 14 24 6 20 9 22 20 17
TDEM? | 31 8 26 7 19 10 9 21 16
TDEMS3 | 30 15 26 12 18 8 23 19 16
TDEMS5 | 24 16 21 R 17 7 21 18 16
TDM1 | 25 24 24 R 14 24 25 18 16
TDM7 |31 22 30 R 20 25 24 | R
TDM12 | 26 13 24 R 19 21 23 15 16
TDM13 | 30 9 21 R 19 22 18 15 17
TDM14 | 36 25 29 12 21 24 23 21 19
TDM15 | 30 13 26 R 18 24 24 19 16
TDA4 | 26 15 22 R 20 R 23 20 18
TDA6 | 35 17 26 R 19 23 24 21 17
TDA7 | 27 16 25 R 20 27 24 21 18
TDA9 | 25 15 24 R 19 R 22 19 17
TDAL0 |32 14 21 R 13 R 25 21 11
TDALL | 27 15 27 R 22 R 24 19 17
TDAL5 | 25 16 25 R 26 26 24 19 12
TDA16 | 27 12 29 R 23 23 23 20 12
TDA20 | 25 12 25 R 19 20 9 21 16
TDT2 |28 17 36 R R 25 7 20 16
TDT3 | 43 18 32 R 20 R 27 19 12
TDT4 |28 18 29 10 22 21 27 21 18
TDB3 |31 15 27 R 20 23 24 19 17
TDB5 | 26 14 24 R R R 22 20 18
TDB6 | 24 16 21 9 20 24 22 19 18
TDB8 |35 16 29 R R R 24 20 11
TDB9 | 36 17 32 R 15 29 29 23 21
TDB11 |32 17 28 R 19 R 28 20 16




Résume :

Cette étude a été menée pour déterminer le niveau de résistance aux antibiotiques des
échantillons d'Eschrichia coli isolées chez les tortues. Nous avons mené une étude a partir
d'échantillons fécaux de 54 tortues terrestres dans 6 régions dans la wilaya de Djelfa (Ain
Oussera, EI Mouilah, Moudjbara, Djelfa, Tlilat, Boudibe) 28 souches d'Eschrichia coli ont été
identifiées et examiné leur résistance a l'aide d'antibiogrammes en utilisant 9 antibiotiques.
Les résultats a la Ceftazidime ont été 100%, un taux de résistance élevé de Amoxicillin- acide
clavulanique (96.43%) et Kanamycine (96.43%) et Ticarcilline (60.71%). Par contre
résistance faible & Amikacine (25%), Tobramycine (21.42%), Céfépine (14.29%), Acide
Nalidixique (10.71%) et absence de résistance pour Aztreoname.

Mot-clé: Escherichia coli, tortues, Résistance aux antibiotiques, antibiotique.
Abstract:

This study was conducted in order to determine the level of antibiotic resistance on samples of
Eschrichia coli isolated from tortoises. We conducted a study from fecal samples of 54
tortoises in 6 regions in the wilaya of Djelfa (Ain Oussera, EI Mouilah, Moudjbara, Djelfa,
Tlilat, Boudibe) 28 strains of Eschrichia coli have been identified and tested for
antibioticsresistance using 9 antibiotics. The results to the Céftazidime, were 100% a high
resistance rate of Amoxicillin- acide clavulanique (96.43%), Kanamycine (96.43%) and
Ticarcilline (60.71%). By cons low resistance of Amikacine (25%), Tobramycine (21.42%),
Céfépime (14.29%), Acide Nalidixique (10.71%) and no resistance for Aztreonam.

Keyword: Escherichia coli, turtles, antibiotic resistance, antibiotic.
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