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Introduction

Introduction

L'antibiothérapie, au cour des années, a transformé radicalement le domaine
médical et réduit de maniére significative la mortalité liée aux maladies infectieuses. La
sensibilité d'une bactérie aux antibiotiques est cruciale pour assurer le succés du
traitement, tandis que la résistance augmente le risque d'échec thérapeutique (Carle,
2009). Le succés du traitement repose sur une combinaison efficace de I'activité
antibiotique contre les bactéries responsables de l'infection et des concentrations
adéquates dans les tissus infectés (Muylaert et Mainil, 2012). Cependant, l'utilisation
d'antimicrobiens dans I'industrie agroalimentaire aggrave le probleme de la résistance, car
elle entraine la libération de populations bactériennes contenant des souches résistantes
dans I'environnement. Le transfert de ces agents pathogenes résistants des animaux aux
humains peut se produire par contact direct, par I'eau ou les aliments contaminés,
favorisant ainsi la transmission des génes de résistance aux bactéries humaines (carle,
2009). Contrairement a l'usage humain des antibiotiques, qui vise principalement le
traitement des maladies, leur utilisation chez les animaux vise également la prévention

des maladies et la promotion de la croissance (Cavallo et Mérens, 2007).

Le hérisson d’Algérie, un mammifere insectivore peu étudié, fait 1'objet de premieres
recherches en Algérie sur son régime alimentaire. L'importation directe de hérissons
d’Afrique est interdite en raison de leur potentiel de transmission de maladies graves,
telles que la fievre aphteuse (Chafika, 2009). Les hérissons peuvent étre porteurs de
plusieurs zoonoses, y compris la salmonellose. Bien que les infections a Salmonella chez
les hérissons puissent causer des maladies cliniques, beaucoup restent porteurs
asymptomatiques, avec une prévalence de Salmonella variant de 0 a 96 % chez les

populations sauvages (Fagan-Garcia, 2022).
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Introduction

La bactérie Escherichia coli constitue une préoccupation majeure pour la santé
humaine et animale. La surveillance réguliére de la résistance aux antibiotiques chez E.
coli clinique en médecine humaine est essentielle. La résistance aux antibiotiques chez les
bactéries adaptées a la colonisation des humains et des animaux pose également un
probleme crucial, car les environnements partagés facilitent la propagation rapide des
souches résistantes entre hotes. Les contacts fréquents entre animaux de compagnie et
humains augmentent le risque de transmission de bactéries résistantes, plusieurs études

ayant démontré la transférabilité aisée de ces souches (Saputra et al., 2017).

De nombreuses recherches appuient I'idée d'une corrélation entre I'usage d'antibiotiques
en agriculture et en élevage et I'émergence de souches résistantes dans les aliments

comme vecteur de transmission (Madec, 2013).

Dans cette optique, cette étude se concentre sur la caractérisation de la résistance a divers
antibiotiques des souches d'Escherichia coli isolées des excréments de hérisson. Pour ce
faire, nous avons mis en ceuvre l'approche expérimentale suivante: Isolement et
identification des souches pures de bactéries Escherichia coli a partir des déjections de

hérisson, puis étudier leur sensibiliteé.
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Généralités sur le hérisson

En Algérie, les études les plus courantes portent sur la faune mammifere, notamment les singes
asticots, les mangoustes, les chacals ou les sangliers. Il en va de méme pour le hérisson d'Algérie
(Atelerix algirus) (Mouhoub, 2009). Le hérisson d'Algeérie est une espéce de mammiferes de la famille
des Erinaceidae, de l'ordre des Insectivore et du genre Atelerix. C'est un hérisson plutdét imposant. Il
mesure entre 1200 et 1400 g a I'dge adulte. Ses parties dorsales et latérales sont couvertes de piquants.
Protection contre les prédateurs. Le visage est tres différent du reste du corps, avec un museau pointu,
des oreilles bien visibles, courtes et arrondies, mais des yeux assez petits. Atelerix algirus se rencontre
dans des zones ou il y a peu de végétation. Il est en activité la nuit (Meribai, 2023). Le but de cette
partie consiste a exposer les principales caractéristiques du hérisson d'Algérie (Atelerix algirus) (Dalila,
2019).

I-1- Description générale de hérisson

I-1-1 Dimensions et morphologie

Le hérisson algérien est un petit mammifére dont l'adulte, mesure 20 & 25 cm de long et a une masse
corporelle de 300 a 1300 g, selon le sexe et la saison. Les caractéres morphologiques les plus
remarquables sont le pelage dorsal constitué de piquants orientés en tous sens et une musculature
peaussieére qui permet a I’animal de se mettre en boule deés qu’il est inquiété (stratégie anti-prédateur).
Les piquants sont un peu plus en avant sur le front et séparés par une petite échancrure médiane sans
piquants. Certains sujets de la méme population présentent des différences de couleur: le dessous du
corps est brun-clair, les flancs, la téte et le museau brun-foncé. Cependant, certains autres (Mouhoub,
2009).
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Tableau N°1 : Classification des hérissons (Mennessier, 2013).

Reégne Animalia

Embranchement Chordata
Sous-embranchement Vertebrata

Classe Mammalia

Sous-classe Theria

Ordrelnfra-classe Eutheria

Ordre Erinaceomorpha ou Insectivore
Famille Erinaceidae

Sous-famille Erinaceidae

Genre Erinaceus

Figure 1: Différences observées entre plusieurs les hérissons (Originale, 2024).

I-1-2 Epines

Le manteau épineux représente la particularité morphologique fondamentale de ce petit animal.
Les piquants de 2 & 3 cm de long et d'environ 2 mm de diamétre sont d'un blanc crémeux a la base et au
sommet. Ils sont striés du brun clair au noir dans toute leur longueur (Francgoise, 2018). Les piquants
sont de petits poils creux qui vivent 18 mois et se renouvellent constamment. Trois d'entre eux sortent de
la peau. Chacun des piquants est attaché a un muscle strié qui lui permet de se développer. La
couverture solide d'environ 7000 piquants s'étend du front aux flancs (Mennessier, 2013).
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Figure 2: Piquants de Hérissons, photographie présentant la densité de piquants de hérisson ainsi que
leur couleur (Mennessier, 2013).

I-1-3 Squelette :

Elle se distingue par le nombre de vertébres cervicales et leur longueur qui sont similaires aux
vertébres humaines. Effectivement, sa longueur du cou lui permet de se mettre en boule. Il a un crane
carré, un rachis vouté et une étroite ceinture pelvienne. Selon les spécimens des collections du
laboratoire d'anatomie comparée du Museum, la formule vertébrale retenue est la suivante: cervicales =
7; dorsales = 14 a 16 (moyenne 15,0); lombaires =5 a 6 (moyenne 5,8); sacrées = 3 a 4 (moyenne 3,3);
caudales = 11 a 28 (Mennessier, 2013).

Le squelette de hérisson est illustré dans la figure 3.

Figure 3: Squelette de hérisson montrant un cout tres court (avec sept vertebres cervicales trés courtes,

16 thoraciques, sept lombaires 6 sacrée et enfin 11 coccygiennes) (Mennessier, 2013).

I-1-4 Alimentation
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La nourriture du Hérisson d’Algérie est composée de vers de terre, de mollusques, d'araignées, de
cloportes, d'insectes, d'ceufs d'oiseaux qui nichent au sol, de baies et de fruits sucrés (Meribai, 2023).

Elle se nourrit principalement d'insectes tout au long de I'année (Mouhoub, 2009).
I-1-5 Reproduction

Le cycle biologique annuel du Hérisson est influencé par le cycle physiologique de
reproduction, les ressources alimentaires disponibles et les conditions météorologiques. La période
principale de reproduction s’étend en général de fin avril a fin aoit, mais Il peut durer de mars a
septembre (Ouhocine, 2017). La gestation a une durée de 35 a 40 jours. La femelle, une fois de plus
seule, met bas dans un terrier ou un creux bien couvert. Elle produit une portée d'environ 1 a 4 petits par
an (Kaddouri, 2021). Les nouveaux-nés sont rose pale, aveugles et sourds, avec des piquants blancs et
mous qui deviennent durs trés rapidement (Mouhoub, 2009).

I-1-6 Répartition et habitat

Cette espece d'hérisson se rencontre dans toute la zone comprise entre le plateau saharien et les
chaines montagneuses de I'Atlas jusqu'au littoral mer Méditerranée (Dalila, 2019). Ils vivent dans les
zones boisees et les terres cultivées et sont répandus en Europe, en Asie et en Afrique. En Asie, ce
mammifere est actif a la fois au crépuscule et a la nuit. Par conséquent, il passe son sommeil pendant la
journée dans des nids d'herbes seches et de feuilles mortes souvent présents dans les buissons, mais il
peut également se dissimuler dans différents abris tels que des pierres, un tas d'herbe, un fagot de bois ou
d'arbres (Karim, 2006; Mouhoub, 2009).

1-1-7 Feces

Elles ont une forme cylindrique avec un bout postérieur effilé et un bout antérieure
généralement plus arrondie Leurs dimensions sont tres différentes; elles varient bien sdr en fonction de
I'age et du sexe de I'animal. La couleur de la défécation varie en fonction de la nourriture de I'animal. Il y
en a qui sont noiratres. En n'émettant aucune odeur et en ayant une apparence brillante grace a la
présence de fragments solides de différents insectes et arthropodes, ainsi que de grises cendrées, elle

indique la présence de ces insectes (Ouhocine, 2017).

I-2-Infections bactériennes chez les hérissons

6Page |



Synthése Bibliographique

Les hérissons peuvent jouer un rdle important en tant que réservoir d'infection chez les animaux
domestiques provenant des animaux sauvages ou chez les humains dans les zones urbaines et rurales
(Kemal et al., 2023). La maladie de Carré est répandue a travers le globe. Plusieurs carnivores sont
vulnérables a la maladie. Des cas d'infections ont également été signalés chez des rongeurs, des ongulés
ou encore des primates. Les Morbillivirus sont également présents chez les hérissons et entrainent des
symptémes similaires a ceux de la maladie de Carré ainsi que des dommages aux organes internes
(Madoui et al., 2013). Plusieurs maladies épidémiques et pandémiques sont causées par des bactéries
pathogénes. Par conséquent, la recherche de produits anti-infectieux est devenue un enjeu majeur pour la
santé publique (Jean-Luc, 2013).

I-3-flore intestinale :

La flore intestinale des animaux est composée de bactéries commensales, comme E. coli et
Enterococcus faecium (Pascal, 2005). La flore intestinale de I’homme et des animaux est percue comme
un milieu favorable pour la sélection et I'amplification des bactéries résistantes et des genes de
résistance. La flore cutanée, la flore oro-pharyngee et la flore vaginale sont également soumises a des
traitements antibiotiques. Cependant, ces flores bactériennes sont moins compactes que la flore
intestinale (Stéphanie, 2009).

I-3-1-La flore intestinale : un compartiment de sélection

La flore intestinale est un écosysteme complexe chez I'nomme et chez l'animal, composé
d'environ 10** micro-organismes cultivables, dont la composition varie selon la localisation dans le tube
digestif, I'ndte qui I'néberge et son age. La présence de bactéries dans le duodénum et l'intestin gréle
proximal est limitée (10%-10* bactéries/ml) (Stéphanie, 2009). Elles sont observées tout au long du tube
digestif de la bouche a I’anus. La flore buccale est particulierement variée et comprend a la fois des

bactéries aérobies et anaérobies (Medjad, 2020).

I-3-2- Les entérobactéries

Les Enterobacteriaceae sont des bacilles a Gram négatif de la flore fécale commensale de
I’homme et des animaux. Les espéces telles que Escherichia coli, Klebsiella, Enterobacter, Proteus,
Morganella, Providencia, Serratia, Citrobacter ne causent pas de maladies intestinales, mais elles ne
sont pas causées par des maladies. Apparaissent fréguemment dans des infections extra-intestinales

comme les infections urinaires. Salmonella, Yersinia, Shigella et certaines souches d'Escherichia coli
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sont les espéces pathogenes les plus couramment identifiées dont l'ingestion entraine une infection
gastro-intestinale (Stéphanie, 2009). Le microbiome intestinal, préalablement nommé flore intestinale,
Il s'agit de tous les microorganismes qui se trouvent dans le tube digestif. Celui-ci est principalement
constitué de bactéries (Quentin, 2023). Les entérobactéries on peut facilement les propager par

transmission manuportée ou par contamination de I'eau et des aliments (Dortet et al., 2013).

I1- Les antibiotiques et I’antibiorésistance

Ernest Duchesne, en 1887, remarquer le pouvoir antibactérien du genre Penicillium. En 1928, le

......

étaient mortes. Fleming a publié un article sur les effets antibactériens de la pénicilline (Naimi, 2022).

Les antibiotiques sont des médicaments qui ont la capacité de tuer des bactéries ou de restreindre
leur prolifération. Selon leurs propriétés pharmacologiques (Nicolas, 2020).

I1-1- Utilisation des antibiotiques en médecine véterinaire:

Les antibiotiques constituent la principale catégorie de médicaments vétérinaires utilisés pour le
traitement des maladies infectieuses causées par des bactéries. Chez les animaux d’élevage et chez les
animaux domestiques. Les substances employées font des mémes familles que ceux utilisés en médecine
humaine (Bentabet et Bourada, 2019).

Il est recommandé d'utiliser le traitement non seulement pour les animaux malades, mais

également pour les animaux sains et potentiellement infectés (Naimi, 2022).

I1-2- Résistance aux antibiotiques :

La résistance bactérienne a émergé suite a l'introduction des antibiotiques dans le traitement des
maladies infectieuses, en se basant sur divers critéres qui ne perturbent pas les interactions entre les
bactéries. Les interactions entre elles (génétiques, biochimiques, microbiologiques et cliniques) sont

étroitement liées (Muylaert et Mainil, 2012).

Le traitement des infections bacteriennes est difficile en raison de cette résistance, ce qui entraine la

propagation des souches multirésistantes (Sanders et al., 2011).
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La résistance bactérienne aux antibiotiques se caractérise par le fait d'étre naturel ou acquis, leur

mécanisme et leur support génétique (Muylaert et Mainil, 2012).
11-3-Mécanismes de résistance aux antibiotiques :

De nombreux mécanismes de résistance aux antibiotiques ont fait I'objet d'études approfondies,
et plusieurs cibles de la fonction cellulaire ont été impliquées dans ces mécanismes. Les sites de

résistance varient selon les especes bactériennes (Bouyahya et al., 2017).
I1-4- Inhibition d’antibiotique :

Les enzymes sont produites par certaines bactéries qui modifient les antibiotiques en dégradant
ou en modifiant le cordier. Différentes méthodes peuvent étre utilisées pour modifier les antibiotiques en
fonction de réactions chimiques, notamment les aminosides, le chloramphénicol, les streptogramines, les

macrolides et les macrolides (Bouyahya et al., 2017).

I1-5- Mode d’action des antibiotiques :

Ce sont les stratégies les plus utilisées :

1) Attaque contre la production de la paroi cellulaire des bactéries.

2) Attague contre les membranes bactériennes.

3) Interruption de la production de protéines.

4) Inhibition de la production d'acides nucléigues (ARN et ADN) en utilisant les éléments de synthése.

5) Blocage d'une voie métabolique cruciale chez la bactérie (Pierre-Yves, 2008).
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Matériel et méthode

Matériel et méthodes :
I- L’objectif global :

L'objectif principal de ce travail repose sur l'étude de la résistance aux
antibiotiques des souches d'Escherichia coli isolées des hérissons a Djelfa. Elle a été
réalisée en laboratoire (projet de fin d'étude) du Département des Sciences Biologiques de
la Faculté SNV de I'Université Ziane Achour de Djelfa. Cette étude a été menée sur une

période de 4 mois, allant du mois de mars au mois de juin.
I-1- Prélevements :

Afin d'isoler et de déterminer des souches d'Escherichia coli pour étudier leur résistance

aux antibiotiques, nous avons capturé des échantillons des hérissons dont on a préleve de

la matiére fécale dans 3 régions a Djelfa.

Figure 4 : Echantillon de matiere fécale du hérisson (Originale, 2024).
I-2- Les caractéristiques des hérissons étudiés:
Caractéristiques du hérisson prélevé dans la zone Boudibe a Djelfa

La station de Boudibe, C'est loin de la commune Charef avec une distance 10 Km et 40

Km de I'ouest de la ville de Djelfa.

Tableau N°2 : Caractéristiques du hérisson prélevé dans la zone Boudibe a Djelfa

Code Date de capture Sexe Poids (g) Age Couleur des
crottes
HB1 09/04/2024 Mal 703.9 Adulte Vert foncé
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. Caractéristiques du hérisson prélevé dans la zone Moudjbara a Djelfa. C’est I’une des

communes de la wilaya de Djelfa, située au Sud-Est a une distance de 25 km.

Tableau N°3 : Caractéristiques du hérisson préelevé dans la zone Moudjbara a Djelfa

Code Date de capture | Sexe Poids (g) Age Couleur des
crottes

HM1 19/04/2024 Mal 594.6 Adulte Vert foncé

HM2 19/04/2024 Femelle | 608.4 Adulte Vert foncé

HM3 01/05/2024 Femelle | 345.7 Adulte Vert foncé

HM4 01/05/2024 Femelle | 319.4 Adulte Vert foncé

HM5 05/05/2024 Femelle | 514.4 Adulte Vert foncé

. Caractéristiques du hérisson préleve dans la zone Tlilat a Djelfa

La station Tlilat se trouve a une distance 11 km au nord du si¢ge municipal de M’liliha et

40 km a l'est de la capitale de la wilaya de Djelfa.

Tableau N°4 : Caractéristiques du hérisson prélevé dans la zone Tlilat a Djelfa

Code Date de Sexe Poids (9) Age Couleur des
capure crottes

HT1 11/05/2024 | Femelle | 583.4 Adulte Vert foncé

HT2 11/05/2024 | Femelle | 655.0 Adulte Vert foncé

I1- Isolement et identification des souches :

I1-1-Enrichissement :
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Apres avoir apporté les échantillons au laboratoire, nous avons commencé 1’étape

d'enrichissement dans le bouillon nutritif.

. Dans un tube contenant du bouillon nutritif on met un peu de la matiere fécale de
hérisson utilisant une pipette pasteur stérile.

. Ensuite, nous avons bien mélangé.

. Enfin, les tubes ont été incubés a 37°C pendant 24 heures.

11-2 Isolement:

Nous avons utilisé une pipette pasteur stérile pour prélever une goutte de culture
d'enrichissement, que nous avons ensuite placée sur des boites de Pétri contenant du

milieu gélose spécifique, MacConkey.

Les bofites ont ensuite été incubées dans une étuve a 37°C pendant 18 a 24 heures.

Figure 5 : résultat d’isolement des souches sur gélose Mac Conckey (Originale, 2024).
11-3 Purification:

La purification consiste a isoler les souches en les transférant successivement sur les
mémes milieux spécifiques (ensemencement par stries) et les incuber a 37°C pendant 24
heures.

11-4 Etude macroscopique:
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Dans cette étape, nous étudions la forme, la taille, la couleur et la surface des colonies

bien isolées.
11-5 Etude microscopiques:
e Coloration de Gram:

La coloration de Gram est tres utilisée en bactériologie médicale, elle permet de colorer
les bactéries et de les distinguer par leur aptitude a fixer le violet de gentiane (Gram +) ou

la fuschine (Gram -).
Protocole:

«Placer une goutte d'eau distillée avec une colonie bactérienne dans lame et la fixer a la

chaleur du bec bunsen.

«Utilisez du violet de Gentiane pour colorer pendant 1 minute, éliminer le par lavage au

I’cau distillée.
« Pour fixer, ajouter du Lugol et laisser agir pendant 1 minute, puis jeter par I'eau distillée.
« Décoloration a I’alcool pendant 30 secondes et rincer a I’eau distillée.

«Recoloration a la Fuschine pendant 1 minute et rincer a 1’eau distillée, puis laisser

sécher.
Observation:

On effectue 'observation en ajoutant de I'huile a immersion, en augmentant le
grossissement (objectif x 100). Les Gram+ (Gram positifs) sont décrits en violet, tandis
que les Gram- (Gram négatifs) sont décrits en rose (Denis et al., 2007).

11-6. Etude biochimique:

L'identification biochimique consiste a analyser une bactérie en se basant sur ses

caractéristiques biochimiques (Meftah, 2019).

e Préparation de la suspension bactérienne:
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On a réparé une suspension bactérienne en dissociant une colonie, bien isolées

sur une gélose Mac Conkey, dans de I'eau physiologique. Par ensemencement.

A. Production d’indole:
A partir d’une suspension bactérienne, quelques gouttes sont émulsionnées dans

le milieu eau peptonée exempte d’indole, puis incubé a 44°C pendant 24h. La production

d’indole est révélée par 1’addition de quelques gouttes du réactif de Kovacs.

Apres I’incubation et aprés ajout de quelques gouttes du réactif Kovacs, on observe ce qui

suit:

-Indole (+) : un anneau rouge apparait a la surface du centre.

-Indole (-) : 1l y a un anneau jaune ou le milieu reste sans changement.

B. Réduction de nitrate:

Ce test a été effectué dans le but d'analyser la réduction des nitrates. En
remplissant un tube contenant du bouillon nitraté avec quelques gouttes de suspension

bactérienne, 1’incubation a 37° C pendent 24h.

Apres I'incubation et apres 1’ajout de quelques gouttes de NR1 et NR2 (nitrate réductase),

on observe ce qui suit:
0 Lecture:
- L’apparition d’une coloration rouge signifie que le test est positif.
- Si n’est pas changement la couleur au rouge, en ajoute de zinc.
- L’apparition d’une couleur jaune signifie que le test est positif.
- L’apparition d’une couleur rose signifie que le test est négatif.
C. Fermentation du lactose et glucose et la production de gaz et HzS:

Cette approche révele d'une part la fermentation du glucose (avec ou sans émission de gaz
dans le culot) et la production de H,S gréace a un noircissement du culot. En utilisant des
cultures pures, il est recommandé d'ensemencer dans un milieu TSI (Triple Sugar Iron)
(annexe) en utilisant des stries et piqure centrale dans le milieu a I'aide d'une pipette
pasteur. Apres 24 heures d'incubation a 37°C, le milieu rouge (fermentation négative des

sucres) et le jaune (fermentation positive) sont obtenus (Meftah, 2019).
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0 Lecture :
e Fermentation du lactose + : virage au jaune de la pente.
e Fermentation du glucose + : virage au jaune au fond de tube.
e Production de gaz : apparition de bulles et craquement de la gélose.

e Production d’H,S : Précipité noir.
D. Recherche de utilisation du citrate:

Pour différencier les bactéries Gram-négatives, nous employons la gélose de citrate de
Simmons. Cette méthode évalue la capacité d'utiliser le citrate comme la seule source de

carbone.

La géelose de Simens inclinée est ensuite ensemencée par la souche, puis incubée a une
température de 37°C pendant 1 a 7 jours. La présence de citrate se manifeste par un

changement de couleur du milieu vers le bleu.

0 Lecture :

- Citrate (+): virer au bleu

- Citrate (-): pas de virage de couleur (couleur vert).

E. Test catalase:

Chez la plupart des bactéries aérobies strictes et anaérobies facultatives, la catalase est
une enzyme qui se spécialise dans la décomposition du peroxyde d'hydrogéne (H,0,)

avec libération d'oxygéne (Meftah, 2019).

e Sur une lame propre et seche déposer une goutte eau oxygénée.
eA I’aide d’une pipette Pasteur boutonnée, ajouter I’inoculum bactérien.

e Observer immédiatement
o Lecture :
Catalase positive: dégagement immédiat de bulles de gaz.

Catalase négative: absence de dégagement de bulles de gaz.

F. Test oxydase:
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La recherche d'oxydase est une technique d'identification en bactériologie concernant les

bactéries a Gram négatif.

Placer un disque oxydase sur lame a l'aide d'une pince flambée, les colonies est

ensemence a la surface de disque.

La production de 1’oxydase se traduit par une coloration violette intervenant dans Imin.
O Lecture:

- Résultats positive: Virage de la couleur de disque a violet.

- Résultats négative: Pas de virage de couleur de disque.

G. Degradation du lactose:

Le lactose est dégrade dans le tube digestif, plus précisément dans I'intestin gréle, par une
hydrolase, une enzyme appelée lactase (ou p-D-galactosidase), qui I'hydrolyse en glucose
et galactose (deux oses) pour déterminés les la présence de ces enzymes on utilise le test
ONPG (Ortho Nitro-Phényl-Galactoside).

Dans un tube contient un disque ONPG on ajoute suspension bactérienne, incuber a 37°C
pendent 24 h.

0 Lecture:
- Résultats positive: Virage de couleur a jaune

-Résultats négative: Pas de virage de couleur

I11-Etude de la sensibilité aux antibiotiques:
I11-1- Antibiogramme :

L’antibiogramme est un test de laboratoire visant a déterminer la sensibilité des bactéries
a divers antibiotiques. Cela nous permet de savoir quels produits empéchent la croissance

bactérienne et lesquels seront efficaces pour traiter I’infection (Bennacer et Said, 2018).

111 -1-2 Etapes de I'antibiogramme :
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Une suspension bactérienne a été préparée en utilisant 3 ml d'eau physiologique
dans un tube stérile avec des colonies pures (Figure 18). Des boites de gélose Mueller
Hinton sont ensemencées par écouvillonnage sont inoculées en essuyant en lignes serrés
et en faisant tourner la boite de 60 degrés jusqu'a ce que la totalité de la plaque soit
inoculée (Figure 19). Les disques d'antibiotiques sont placés a l'aide de pinces, laisser
sécher 3 & 5 minutes et les boites sont ensuite incubées a 37°C pendant 24 heures (Figure
20).

Les différents diametres des zones d'inhibition ont été mesurés a I'aide d'un pied
a coulisse et les résultats ont été comparés aux normes du comité d’antibiogramme de la

sociéte francaise de microbiologie (Figure 21).

Figure 7 : Dépét les disques d’antibiotiques sur la gélose MH (Originale, 2024).
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Figure 8 : Mesure des diamétres des zones d’inhibition avec pied a coulisse (Originale,

2024).
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I-1-Souches bactériennes :

Au cours de cette étude, un total de 08 echantillons ont éte analysés. Ce qui a
permet de sélectionner 07 souches pures. Ces souches sont identifiées comme étant des
souches E. coli. Selon les résultats obtenus par les tests biochimiques qui étaient positifs.

I-2-Résultats des tests biochimiques :

Les résultats des tests pour les 07 souches isolées sont les suivants :

Tableau N° 5: présentation des caractéres cultural et biochimique d’E. coli.

Caracteres Résultats
Coloration de Gram - Des bacilles Gram-.
Production d’indole - Anaux rouge donc indole ( +)
Réduction de nitraté - Coloration rouge donc résultats positifs.

- Fermentation du Glucose ( +).
Test TSI - Fermentation du lactose ( +).

- Production de gaz+. Production de H,S ( --).

Citrate de Simmons - Couleur vert donc résultat ( --)
Catalase - Catalase ( +).
Oxydase - Oxydase ( +).

ONPG - Couleur jaune donc résultat (+).

I-3 -Sensibilité des souches aux antibiotiques :

La sensibilité de toutes les souches isolées aux antibiotiques testés est présentée dans le

tableau suivant :
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Tableau N° 6: Résultats de la sensibilité aux ATB des 07 souches isolées sur gélose MH.

Souches HM2 HM3 HM4 HM5 HM6 HT7 HTS
Acide Nalidixique S S S I R I S
Kanamicyne S S S R R S S
Tobramycine S S S S R S R
Gentamicine R S S I R NT I
Ticarcillin R R R R R R R
Amikacine S S S S R S S
Aztréoname S S S S S S S
Céfépime S S S I S I I
Ceftazidime R R R R R R R
Amoxicilline+Clavulanique I I I I I I I
Image de synergie + + - - - - -

AMC: Amoxicilline+Clavulanique, CAZ: Céftazidime, ATM: Aztréoname, NA: Acide
Nalidixique, TOB : Tobramycine, CN: Gentamicine, FEP : Céfépime, K : Kanamicyne, AK:

Amikacine, TIC: Ticarcillin, IPM: Imipenéme, S: sensible, R: Résistant, NT : non testé.

_ Dapreés ces résultats, il apparait que, de maniere générale, les souches d'E. coli montrent

une résistance aux antibiotiques : Ticarcillin, Céftazidine.

_ les souches d'E. coli présentent sensibilité vis-a-vis les antibiotiques : Aztréoname,

Acide Nalidixique, Amikacine, Céfépime, Tobramycine, Kanamicyne, Gentamicine.

- Toutes les souches d'E. coli montrent une résistance intermédiaire aux antibiotiques :

Amoxicilline+Clavulanique.
_ Les isolats HM3, HM4 et HT7 montrent une résistance limitée.
I1- Détermination des phénotypes de résistance aux p-lactamines :

Tableau N°7 : . PE. coli hénotype de résistance des souches isolées.

Code des souches Phénotypes Nombre % agesPourcent
HM2 CAZCNTIC 03 30
HM3 , HM4, HM7 | CAZTIC 02 20
HM5 CAZKTIC 03 30
HM6 AKCAZCNKNATICTOB |07 70
HTS8 CAZTICTOB 03 30
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_ Les souches obtenues sont résistantes a au moins 2 jusqu'a 7 antibiotiques.
_ La plupart des souches résistantes a trois antibiotiques.
I1-1Résultats générale des tous les isolats :

Tableau N°8 : Resultats globaux de la résistance de tous les isolats :

ATB Nombre des Taux des souches |Pourcentage de la

les souches souches résistantes ésistance des r
résistantes (%) souches

Amikacine 01 1/7 14,28

Gentamicine 02 217 28,57

Céftazidime 07 717 100

Kanamicyne 02 217 28,57

Acide Nalidixique | 01 1/7 14,28

Ticarcillin 07 717 100

Tobramycine 02 217 57,28

-Les résultats démontrent que les souches isolées sont sensibles au bien faible résistance
a les antibiotiques: Amoxicilline+Clavulanique, Aztréoname, Céfépime,Acide
Nalidixique et Amikacine. Mais résistantes a Céftazidime, Tobramycine, Gentamicine,
Kanamicyne, Ticarcillin avec des taux de résistance variant selon les souches, puisque le
taux de résistance au Céftazidime et au Ticarcillin a montré un taux élevé de 100 %, puis

au Tobramycine au Kanamicyne, et au Gentamicine un taux moyen de 28,57%.

- On remarque que les 07 souches isolées sur gélose MacConnkey présente un taux

sénsibilité élevé par rapport au taux de résistance.
I1-1 Recherche de la production de BLSE.
11-1-1 DD-test :

Le DD-test effectué sur gélose Muller Hinton pour les souches qui sont déja identifiées et
a révélé la présence deux images de synergie chez deux souches (MH2, MH3)
(Figure 21).
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Figure 9 : Résultats du DD-test pour les deux souches HM3, HM2 (Originale, 2024).

- HB : Souche isolée de la région de BOUDIB, HM : Souches isolées de la région de
MOUDJBARA, HT : Souches isolées de la région de TLILA
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La résistance aux antibiotiques est aujourd’hui un probléme majeur de santé publique a
I’échelle mondiale. Le dernier rapport de 1’Organisation Mondial de la Santé (OMS)
dresse a ce sujet un bilan alarmant: 1’évolution des résistances aux antibiotiques continue
de croitre et n’épargne aucun pays, au point que I’absence de traitement efficace contre

certaines infections est désormais une réalité (Eliette, 2018).

Les hérissons sont de petits animaux qui vivent la nuit et entrent généralement en contact
étroit avec les humains (Biel et al., 2021). Les hérissons contiennent un large éventail de
bactéries pathogénes protozoaires. Un certain nombre d’entre eux sont devenus un
probléme de santé publique (Aleksandra et al., 2015). IIs peuvent étre 1’hdte ou le
réservoir potentiel de nombreux types d’agents bactériens, viraux et parasitaires. Les
agents infectieux peuvent étre transmis par des vecteurs arthropodes, des aliments
contaminés, de l'eau, des excréments et I'environnement (Kemal et al., 2023). lls
contaminent également le milieu herbeux avec leurs excréments, ou divers agents
pathogenes (dont Salmonella spp) peuvent étre présents. Apres cela, une infection
humaine peut survenir (directement) provenant d'herbes contaminées par des agents
pathogénes ou indirectement par divers vecteurs mécaniques (par exemple chiens, chats)
(Jakub et al., 2021).

La résistance aux antimicrobiens représente une menace émergente pour la santé publique
a I’échelle mondiale, les principaux facteurs de sélection d’agents résistants étant
I’utilisation abusive et excessive des antimicrobiens, tant dans le contexte humain

qu’animal (Siboney et al., 2021).

La majorité des souches d'E. coli découvertes dans les excréments de hérisson ont
démontré une résistance aux antibiotiques en grande partie. Cela est en accord avec le
constat que Astari et al., (2021) ont fait (Astari et al., 2021).

Les résultats recueillis ont révélé que la majorité des isolats d'Escherichia coli
entierement résistantes a la Ticarcilline. Ce résultat ressemblait a celui atteint par (Astari
etal., 2021).

En ce qui concerne la Ceftazidime, nos recherches ont révélé que les souches
d’Escherichia coli isolées présentaient une résistance totale. C'est le méme que ce qui a

été mis en lumiere par Leila et al., (2019) lors d'une étude menée sur la prévalence, la

27Page |



Discussion générale

diversite et l'apparition de béta-lactamases par les bactéries intestinales chez la faune

sauvage de Catalogne (Laila et al., 2019).

Concernant la kanamycine et d'Amikacine, nos résultats ont montré que : les souches
isolées d'E. coli présentaient une faible résistance comme cette résistance est moindre que
celle qu'il a obtenu Astari et al., (2021). Dans une recherche visant a isoler, détecter et
examiner la réactivité aux antibiotiques des bactéries isolées, on a constaté une totale

résistance aux antibiotiques Amikacine et Kanamycine. (Astari et al., 2021).

Une forte prévalence de résistance aux béta-lactamases a été observee chez les hérissons
d'Europe. Cette résistance concerne les bactéries intestinales qui échappent a I'action des
béta-lactamines, spécifiquement chez les hérissons (Biel et al., 2021).

Les humains qui ont la possibilité d'entrer en contact direct avec ces animaux et leurs
excréments doivent maintenir des mesures d'assainissement et d’hygiene, par exemple en
se lavant les mains apres un contact direct avec les animaux et leurs excréments (Astari
etal., 2021).
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Conclusion

Pendant notre étude, nous avons isolée 07 souches d'Escherichia coli dans la
région de Dijelfa, provenant des excréments de heérisson, et nous avons évalué leur
sensibilité vis-a-vis de 10 d'antibiotiques avec la méthode de diffusion sur gélose Mueller
Hinton. Ces souches présentent diverses caractéristiques de résistance. La découverte de
ces souches susceptibles de développer une résistance aux antibiotiques peut étre

préoccupante, car cela pourrait avoir des conséquences sur la santé publique.

Les souches montrent une résistance totale a la CAZ parmi les antibiotiques de la
famille des béta-lactamines. Concernant les antibiotiques de la famille des aminosides, on
observe une resistance modérée au TOB et une faible résistance, dans les mémes
proportions, au CN et au K. La résistance a la ticarcilline est totale, tandis que la

résistance aux quinolones NA reste faible.

Suite aux résultats obtenus, il a été observé que la résistance aux antibiotiques est
en plein essor et qu'elle est actuellement largement répandue a différentes échelles. Chez
I’Homme, 1’antibiorésistance est principalement due a [1’utilisation abusive des
antibiotiques, en particulier par automédication. Néanmoins, elle pourrait se transmettre
de I’animal a I’Homme par voie alimentaire. Ce risque de transmission constitue

aujourd’hui une préoccupation de santé publique.

La transmission des bactéries résistantes est un phénomeéne trés complexe qui
repose sur un écosystéme caractérisé par des contacts et des échanges continus entre
I’homme, les animaux et l'environnement. La transmission peut survenir par contact

direct, indirect via la contamination environnementale ou la consommation d’aliments

contaminés.
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Ces resultats sont encore préliminaires et il est nécessaire de prendre en compte
trois approches différentes pour poursuivre ce projet:

La premiére consiste a réaliser un échantillonnage plus vaste et sur une période
importante entre différentes saisons.

La seconde approche implique de mener une enquéte préliminaire adéquate,
englobant les antibiotiques utilisés dans les élevages d'animaux .

Les techniques de biologie moléculaire pour la caractérisation des génes de

résistance et le typage des souches sont abordées dans la troisieme partie.
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Annexe N° 01:
< Matériels utilisés:

Matériels de prélevements:

- Flacons stérile.

- Les gans.

- Ecouvillons stériles.

- Marquer pour identifier les flacons et les écouvillons.

e Matériel de stérilisation :

Bec Bunsen, autoclave.

e Matériel des préparations :

Agitateurs, balance, éprouvette graduée, erlenmeyer, aluminium spatule, I’eau distillée .
e Matériel d’incubation :

étuves a 37°C et 44°C.

e Matériel divers :

béchers, porte-tubes, boites de Pétri, pipettes Pasteur,

flacons, réfrigérateur, pince, microscope optique,

lames, tube a vise, entonnoir, anse de platine, chauffe ballon, pissette, portoirs.

e Milieu de culture :

Mueller-Hinton, MacConkay, gélose nutritive, Triple Sugar Iron, citrate de Simmons.
e Les bouillons :

Bouillon nutritive, bouillon Nitrate, eau peptone exempt indole, I’eau physiologique.
e Les réactives :

Nitrate réductase 1 et 2, kovaces.

e D’autres produits :

Les disques d’antibiotiques, disques ONPG, violet de Gentiane, Lugol, I’alcool, Fuschine,

¢couvillons,disques oxydase, H202, tétine 1’eau de javel.
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Annexe N° 02:

Composition des différents milieux des cultures utilisés (Pour 11 d’eau distillée) et

lesréactifs:

- Gelose MacConkey:

Macconnkeypharm............coooiiiiiiiiiiiiiiiii e, 50g.
Eau distillée g.8.p. ..o oviii e 1000ml.
PH=7.6

- Gélose Nutritive:

NULFIENE AQAT. ..ttt 28g.
Eau distillée q.S.P..evvinriiiiiii i 1000ml.
PH=7.4.

- Milieu TSI:

Triple sugar iron agar (TSI)........ccoooiiiiiiiiii, 64.6.
Eau distillée g.8.p «ovvveniieiiiei i 1000ml.
pH =74.

- Milieu Citrate de Simmons:

SIMMONS CItrate agar ......o.vvvrieeieeiie et eeieeieenneanns 243g.
Eau distillée q.8.p «vvennieiiei i 1000ml.
pH =6,9.

- Gélose Mueller —Hinton:

Muller-HintonAgar.............ooiiiiiiiiiiiiceieeeeee, 38g.
Eau distilléeq.s.p....ovvene e 1000ml
PH=74

- Bouillon Nutritive: BHI BROTH (Brain heart infusion broth)

Extraitde viande.............oooiiiiiiiiiiii lg
Extraitde levure..........coooiiiiiiiii 2g
Na Gl Sg
Peptone ....oooeeiiii e Sg.

Eau distillée q.8.p..cuveneiiiii 1000ml
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PH=7.6.

- Bouillon Nitrate:

Peptone de viande.............oooiiiiiiiiii 10g.
Extraitde viande..............ooiiiiiiiiii e 5g.
Chlorure de sodium ...........ccoviiiiiiiiiiiiiiii e, Sg.
Nitrate de potassium.......oovviiiiiii i eee e, lg.

Eau distillée q.s.p .ovovineii 1000ml
pH =7.

-Bouillon Eau Peptonée Exempte d’indole :

Bouillon Eau Peptonée Exempte d’indole.......................... 25g.
Eau distilléeq.S.p. . vveeiiie e 1000ml.
pH =7,2.

Eau physiologique :

Na G 19¢
Eau distillée q.8.p. .. ovvvreneiiii i 1000ml.
PH=7.5.

- Réactif de Griess | (NRI) :

Acide parasulfanilique...............cooiii 8g.
Acide acltiqUe SN .. .. e 1lg.

- Réactif de Griess Il (NRII) :

a-naphtylamine. ... 6g.
Acide acltique SN..........ooiiiii llg.

- Réactif de Kovacs:

Alcool amylique..........oviiiiiiiii S5g.
Paradiméthylamino-benzaldéhyde.............................. 75 ml.
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Annexe N° 03:

Résultats de I'antibiogramme des souches isolées de Boudibe, Moudjbara, Tlilat.

Souches HM2 | HM3 | HM4 HM5 HM6 | HT7 | HTS8
Acide Nalidixique 26 27 22 15 05 17 24
Kanamicyne 20 20 20 05 05 20 19
Tobramycine 18 18 18 17 16 18 16
Gentamicine 12 18 18 16 13 NT 16
Ticarcillin 20 22 7 05 13 8 05
Amikacine 19 19 20 20 15 19 19
Aztréoname 30 32 34 30 31 30 30
Céfépime 28 28 28 26 28 26 26
Céftazidime 05 9 05 05 7 10 7
Amoxicilline+Clavulanique | 14 13 05 05 05 10 7
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Annexe N°04 :

Antibiotiques testés pour les souches analysées (Concentrations, diametres critiques et
regles de lecture interprétative en médecine vétéerinaire pour Enterobacterales) (CASFM
- VET-2023).

Antibiotiques | Abréviation Charge (1g) Famille Diameétres
critiques (mm)
S> R<
Acide NA 30 Quinolone 20 15
Nalidixique
Tobramycine | TOB Aminoside 16 16
Gentamicine | CN 15 Aminoside 18 16
Aztréonam ATM 30 B-lactamines 26 21
Ceftazidime CAZ 30 Céphalosporine | 22 19
Amoxicilline | AMC 20-10 pB-lactamines 21 14
clavulanate
Amikacine AK 30 Aminoside 18 18
Ticarcillin TIC 75 23 23
Kanamicyne |K 30 Aminoside 17 15
Cefépime FEP 30 Céphalosporine | 27 24
uadlall

e (i Alall A 5 (a (O ¢ 5 e ¢ Cad 5 ) Blabia B30 (5 siana Sle e 08 gon o clibee i
WD 0730 5, oSSl sha Ll 525msall YO e aa ML 3Uimb (e sliall LS00 o
Sl o3 0 s Dhae sl e A s il 10 Al g2 sl JLES) 5 38 5 30 gl Cllasall 0
448 TOB, K, CN & 100% Aille dauiy CAZ, TIC e sliall Jane i pelal . Aa gl diline zadla el

Anidie A glie Jare o NA, AKJ il Ll 28, 57%, ddass 5ia

al) Al i gl Clalinall da slie ¢y giall Cilailinall 3 dgalidal) cilalg))




Résumeé

Dans notre travail, 08 échantillons ont été collectés dans trois régions (Boudibe,
Moudjbara, Tlilat) de la Province de Djelfa dans le but d'isoler et d'identifier les bactéries
résistantes des fientes de hérisson aprés isolement des souches présentes sur Gélose
MacConkey. 07 souches de bacilles coliformes ont été isolées et leurs. La sensibilité a 10
antibiotiques a été testée. Sur Gélose Mueller —Hinton, ces souches ont des profils de
résistance différents, puisque le taux de résistance au CAZ et au TIC a montré un taux
élevé de 100 %, puis au TOB, au K et au CN un taux moyen de 28,57 %. NA et AK, le

taux de résistance était faible.

Mots clés: Antibiotiques, Résistance aux antibiotiques, Djelfa, Hérisson.

Abstract

In our work, 08 samples were collected in three regions (Boudibe, Moudjbara, Tlilat) of
Djelfa Province for the purpose of isolating and identifying resistant bacteria from
hedgehog droppings after isolating the strains present on Macconkey Agar. 07 strains of
coliform bacilli were isolated and their sensitivity to 10 antibiotics was tested. On
Mueller-Hinton Agar, these strains have different resistance profiles, as the resistance rate
to CAZ and TIC showed a high rate of 100%, then TOB, K, and CN showed an average
rate of 28.57%, while for NA and AK, the resistance rate was low.

Keywords : Antibiotics,Resistance to antibiotics, Djelfa, Hérisson.
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