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|. Introduction :

Les oiseaux de compagnie et d'élevage représentent une partie importante des animaux élevés
par les humains dans le monde (De Luca et al., 2018). Le terme « oiseaux de compagnie »
désigne les oiseaux hébergés et élevés pour un usage exclusivement ornemental. Cette
catégorie comprend principalement les passériformes (ex. canaris, Chardonnerets, moineaux
mandarins), également appelés oiseaux chanteurs, et les psittaciformes (perroquets, perruches
ondulés, Inséparables) et dans une moindre mesure les Colombiformes (pigeons
domestiques). C'est une fraction de clientele vétérinaire assez méconnue (Boseret et al., 2013)

De nombreuses familles possedent des oiseaux de compagnie, leur élevage peut représenter
un business lucratif pour les animaleries ou les éleveurs locaux. De plus certaines especes sont
élevées pour leur potentiel génétique et peuvent étre présentés dans des concours nationaux et
internationaux pour leur posture (ex : le canari Bossu Belge), couleur (Canari mosaique) ou
chant (canari Harzer) (Boseret et al., 2013).

Malgré ces faits socio-économique ces oiseaux restent potentiellement porteurs et/ou
transmetteurs de maladies zoonotiques dont certaines pathologies qui pourraient avoir un
impact important sur la santé humaine, comme la salmonellose, chlamydophilose ou
I'influenza aviaire A hautement pathogene (Boseret et al., 2013 ; De Luca et al., 2018).

La résistance aux antibiotiques est devenue au cours des deux dernieres décennies une menace
pour les systemes de santé du monde. La découverte des premiers antibiotiques a fourni des
avantages considérables pour la santé¢ humaine et animale, depuis, I’utilisation abusive de ces
molécules en medecine vétérinaire et humaine a accélérer le phénoméne mondiale croissant
de résistance aux antibiotiques (Ferri et al., 2017)

Ce travail a pour objectif I’isolement et la caractérisation des bactéries a Gram négatif isolées
a partir de maticres fécales d’oiseaux de cage et de volicres ainsi que 1’évaluation de leur
sensibilité aux antibiotiques. Ce travail s’articule en deux parties dont la premiere,
bibliographique qui traite les différentes associations bactérie-héte, la classification et le mode
d’action des antibiotiques ainsi que sur la flore fécale normale des oiseaux de cage. La
deuxieme partie releve un aspect pratique a savoir I’isolement, 1’identification biochimique
des bactéries et I’évaluation de leur résistance aux antibiotiques.



I. Chapitre 2 : les relations interspécifiques

1.1. La symbiose :

La symbiose est une association entre deux organismes ou plus appartenant a des espéces
différentes, pouvant étre permanente ou durable. Cette définition n’inclue pas les populations
(associations entre individus de la méme espéce). La symbiose est conventionnellement
illustrée dans la littérature en biologie par des interactions entre des pairs d’organismes,
d’autres cas sont cependant connus d’individus entrant en symbiose avec des sociétés, ou
méme de symbioses entre sociétés tout entieres (Willson, 2000 ; Paracer et Ahmadjian, 2000).

Les organismes associés dans une symbiose peuvent bénéficier de, subir un préjudice ou ne
pas étre affecté par cette association, comme il a été décrit par Anton de Bary 1879 pour
invoquer la vie en commun de différents organismes vivants (Oulhen et al., 2016 ; Paracer et
Ahmadjian, 2000) I’interchangeabilité ente les deux termes : Symbiose et mutualisme ne serait
donc pas possible et pourrait mener a la confusion (Lewin, 1995 ; Parcer et Ahmadjian, 2000).

La symbiose a joué un role trés important dans 1’évolution des cellules eucaryotes et leurs
organelles a cité les mitochondries et les chloroplastes. En formant des associations avec des
organismes procaryotes, la cellule eucaryote a acquérir la « machinerie » métabolique
nécessaire pour la respiration cellulaire. De plus, les animaux et plantes ont acquit de
nouvelles capacités métaboliques en s’associant a des bactéries (OIf et Ritchie, 1998 ; Paracer
et Ahmadjian, 2000) en effet il semblerait que les symbiotes microbiens représentent une partie
normale et méme nécessaire du cycle de vie des mammiferes (Gilbert et al., 2012).

Il s’avere que les micro-organismes symbiotiques auraient un effet direct sur plusieurs
fonctions anatomiques, biochimiques, génétique et méme immunologique de leurs hotes. a la
naissance, les mammiferes acquierent ces microbes depuis leur environnement. Une fois
installés ces derniers induisent 1I’expression de centaines génes au niveau intestinale (Hooper
et al., 2001 ;Gilbert et al., 2012)chez ’homme ¢’est un symbiote courant, le Bacteroide
thetaiotaomicron qui induit 1’expression génique de 1’angiogenin-4 dans les cellules de
Paneth, cette protéine stimule la production de nouveaux vaisseaux sanguins (Cash et al.,
2006 ; Gilbert et al., 2012). Chez le poisson zébre le microbiote régule la prolifération
normale des cellules souches de I’intestin, sans ces microorganismes en question I’épithélium
intestinale serait sous développé avec une quantité d’entérocytes, de cellules caliciformes et
de cellules entéro-endocrines en dessous de la norme (Rawils et al., 2004; Gilbert et al., 2012).

Chez les vertébrés le GALT (gut-associated lymphoide tissu) est organise et spécifié pas leurs
bactéries symbiotiques (Rhee et al., 2004 ; Gilbert et al., 2012) en I’absence de ces derniers
comme chez les souris exemptes de germes le développement du réseaux capillaire intestinale
ainsi que du GALT est insuffisant avec un systéme immunitaire peu développé et un
répertoire de lymphocytes T réduit menant a un syndrome d’immunodéficience (Stappenbeck
etal., 2002 ; Duan et al., 2010 ; Gilbert et al., 2012) chez plusieurs espéces d’insectes, les
bactéries du genre Wolbachia joue un réle important dans la protection antivirale (Hanson et
al., 2011).



Des études ont montré un effet direct des symbiotes sur la valeur sélective de leur héte, chez
la drosophile les symbiotes induisent la production de phéromones nécessaires pour le choix
du partenaire et des préférences d’accouplement (Sharon et al., 2010; Gilbert etal.,2012). Le
holobionte i.e. I’ensemble hote et son microbiote, deviens alors une entité sélective sous
I’effet de la sélection naturelle (Gilbert et al., 2010; Gilbert et al., 2012). La symbiose aurait
un effet évolutif bien plus important et cela par la possibilité de transfert horizontal de genes
depuis les symbiotes microbiens vers les cellules animales (Altinciceck et al., 2012; Gilbert et
al.,2012) bien que cette ADN soit vue comme étant « du matérielle génétique parasite » il
apporte des eléments transposables qui pourraient créer de nouveaux modeles de transcription
(kunarso et al. 2010; Gilbert et al., 2012) cela est susceptible de provoquer I’évolution
adaptative mais aussi de participé dans 1’émergence de nouveau caractéres chez ces espéces
(Castaneda et al., 2011; Emera et al. 2012; Gilbert et al., 2012).

Du fait de la durabilité de leur association les symbiotes et leurs hotes ont développé plusieurs
mécanismes adaptatifs et coevolutifs pour consolider leur relation et protéger leurs intéréts.
Les animaux tout comme les plantes étant hotes de plusieurs symbiotes ont développé des
mécanismes de défenses sophistiqués (Clay et Kover, 1996; Paracer et Ahmadjian, 2000) le
systéeme immunitaire des hétes a la capacité de distinguer entre le micro-organismes
pathogenes et leur propre microbiote et cela en reconnaissant des molécules bactériennes
symbiotiques, [’hdte sélectionne alors son microbiote et favorise la colonisation commensale
(Round et al., 2011 ; Gilbert et al., 2012). Un exemple pertinent de coevolution hote-symbiote
serait celui des insectes suceurs de seve avec leurs endosymbiotes bactériens, ces
endosymbiontes sont transmis d’une manicre exclusivement verticale c'est-a-dire de parent a
progéniture favorise leur cospéciation avec leurs hétes (Moran et al., 1998; Leigh Jr, 2010) du
fait de leur mode de transmission strictement verticale les symbiotes sont consanguins, il en
conséquence la détérioration et le rétrécissement du génome de ces bactéries souvent associé a
une perte de génes de réparation augmentant ainsi la fréquence de mutation. L’hote lui lutte
contre cette perte de génes a travers la sélection en faveur des fonctions nutritives qui lui sont
avantageuses. L hote fait face a la perte de matériel génétique de ses symbiotes par deux
processus : soit par le biais de 1’évolution et ’acquisition de nouvelles fonctions par I’hote
pouvant dupliqué celle perdues par les bactéries(Wilson et al. 2010; Russell et al. 2013; Luan
et al., 2015) ou par le remplacement des symbiotes au génomes détériorés a I’occasion par de
germes ayant un génome complet (Douglas, 2010; Koga and Moran 2014; Luan et al.,
2015).La coévolution héte-symbiote pourrait aussi assurée une protection pour les deux partie
e.g. Bacteroides thetaiotaomicron responsable de 1’expression de I’angiogenin-4 au niveau
intestinale chez I’homme, induirait la production de cette protéine non seulement pour son
effet vasculaire mais aussi pour son effet bactéricide envers Listeria, un agent pathogene chez
I’homme mais aussi un compétiteur de Bacteroides (Cash et al., 2006; Gilbert et al., 2012)
finalement, le génome de certaines souris permettrait et favoriserait la colonisation de leurs
intestins par une bactériespécifique qui d’autre part en fonction de ses capacités métaboliques
aura un effet non négligeable sur le phénotype de ces souries en produisant sois un phénotype
obese ou mince (Turnbaugh et al., 2006; Gilbert et al., 2012) .



Vu la complexité de la relation des animaux avec leur symbiotes quelques scientifiques
suggéreraient que les animaux ne pourraient plus étre considérés comme des individus et cela
d’un point de vu anatomique, développemental, physiologique, immunologique, génétique et
évolutionnaire et qu’il serait plus judicieux d’étudier ces derniers comme étant des entités
holobiontes dont plusieurs fonctions ont évolué au sein de relations interspécifiques
communes (Gilbert et al., 2012)

I.1.a. Classification des symbioses

Les symbioses peuvent étre classifiées selon :

La localisation du symbiote : un symbiote peut étre inta- ou extracellulaire. L’endosymbiote
est celui qui réside au niveau intracellulaire. Rares sont les symbiotes qui sont en contact avec
le cytoplasme de son hote, la plupart d’entre eux sont entourés par la membrane
cytoplasmique de 1’héte. Les ectosymbiotes par opposition sont les organismes
extracellulaires

La persistance de la symbiose : la plupart des symbioses sont persistantes. Les associations
dans lesquelles un partenaire est un endosymbiote sont les plus persistantes, les symbiotes
restent en relation pendant tous les stages de leur cycle de vie. Le contact entre partenaires
peut étre intermittent. Dans le cas du parasitisme la symbiose persiste le long de la vie de
I’héte, la durée dépend de la virulence du parasite

La dépendance de la symbiose : les symbiotes obligatoires sont tellement adaptés a
I’existence en symbiose qu’ils ne peuvent pas vivre en dehors. Il s’agit généralement des
associations trophiques ou le symbiote obligatoire dépend de I’autre pour se nourrir. Les
symbiotes facultatifs ont la totale capacité de vivre en dehors d’une association.

La spécificité de la symbiose : les symbiotes peuvent étre hautement spécifiques d’un
organisme donné ou ils peuvent s’associer a divers organismes. La spécificité d’une symbiose
refléte le stage évolutif de cette derniére. Plus une symbiose est évoluée, plus les symbiotes
auront le temps de s’adapter I’un a I’autre et 1’association deviendra alors plus spécifique

I.1.b. Les subdivisions de la symbiose

Selon I’effet de 1’association sur les deux parties, les symbioses sont divisées en 3 types
principales : le mutualisme, le commensalisme et le parasitisme. La transition d’un type de
symbiose a un autre est possible et méme fréquent a I’issue de changements de facteurs
externes environnementaux par exemple ou internes comme les processus développementaux
de I’hote. Une association parasitaire pourrait donc évoluer en une association mutualiste ou
commensale e.g. quelques souches de Wolbachia un symbiote bactérien parasite des
drosophiles Drosophilia auraient évolué du parasitisme au mutualisme (Weeks et al. 2007;
Leigh Jr, 2010)

1.2. Le commensalisme : associations entre deux especes dans lesquelles une espece bénéficie
et I’hdte ne subit aucun effet. Le commensalisme peut étre observé chez une large gamme de
taxons et d’habitats (Mathis & Bronstein, 2020). 1l existerait deux type de commensalisme, en




effet dans une symbiose commensale le partenaire non affecté pourrait ne subir réellement
aucun effet ni cout ni bénéfice ou il se pourrait qu’il subissent a la fois un cout et un bénéfice
balancés et donc ont un effet neutre sur la valeur sélective du paritaire en question parmi les
bénéfices qui pourraient étre apportés aux espéces commensales sont une diminution des taux
de parasitisme, une augmentation des taux de croissance et une disponibilité accrue des
ressources les couts associés au commensalisme sont entre autres des taux de compétition
pour les ressources et de prédations plus élevées. Le premier type est bien plus commun
tandis que le deuxiéme est rare dans la nature. Beaucoup de relations commensales sont
facultatives dans beaucoup de cas la commensale a la capacité de mener une vie indépendante
mais il peut aussi étre retrouvé en association avec un partenaire d’une autre espéce, d’autres
symbioses commensales peuvent étre obligatoire pour la commensale dont un stade libre peut
ne pas étre observé (Williams et McDermott, 2004 ; Mathis& Bronstein, 2020)

1.3. Le mutualisme : dans une symbiose mutualiste les deux partenaires bénéficient de
I’association. Le motif principale des associations mutualistes est le plus souvent trophique
(Thomas et al., 2010 ; Paracer et Ahmadjian, 2000; Leung et Poulin, 2008), d’importants
échanges réciproques de nutriments sont observés dans plusieurs symbioses mutualistes
I’exemple typique est celui des bactéries endosymbiotiques des insectes suceurs de séve
Bucherna par exemples qui synthétisent des acides aminés notamment le tryptophane,
essentiels pour leurs hotes a citer certaines especes de pucerons (Thomas et al., 2010) un
autre exemple d’échanges nutritifs entre partenaires peut étre observé chez les ruminants et
leur flore ruminale bactérienne et infusoire qui utilisent I’amidon, la cellulose et I’urée qui
tombent dans la pense des ruminants pour leur alimentation tout en produisant en 1’occurrence
des vitamines, des acides gras volatiles (AGV) et des matiéres azotées microbiennes trés
favorables pour le métabolisme de I’h6te ruminant, les bactéries ruminales apportent un
avantage précieux a leurs hotes de par leur capacité de dégrader la cellulose en acides gras
grace a la cellulase, une enzyme non synthétisée par les ruminants. Les protozoaires ruminaux
quant a eux bénéficient leurs hotes en captant une importante partie d’amidon digestible dans
leurs vacuoles le mettent en réserve, cela évite sa fermentation par les bactérieset ainsi
préviens les météorisations chez les hétes ruminant (Faurie et al., 2012) .

Un autre important bénéfice des associations mutualiste est la protection, c’est I’un des
avantages dont bénéficient les endosymbiotes qui s’associent avec des hotes capables de leur
fournir un environnement favorable pour leur réplication et de les protéger contre les
agressions du milieu extérieur. Un autre treés bon exemple de mutualisme de protection est
celui de I’anémone de mer (1’ordre des Actiniaria) et des poissons-clowns (genre Amphiprion
et Premnas) qui partagent une relation obligatoire qui procure de la protection pour les deux
partenaires. Les tentacules urticants de I’anémone offrent un environnement sur et exempt de
prédateurs au poisson clown qui en échange défends I’anémone de ses prédateurs, les
poissons papillons (Chaetodontidae). Cette association entre anémone et poissons-clowns
apporte bien plus d’avantages a I’hdte c'est-a-dire I’anémone qui bénéficie de I’amélioration
de ses taux de croissance et de la fréquence de sa reproduction asexuée (Leung et Poulin,
2008)



Comme il a été cité précédemment, les symbiotes et notamment les mutualistes d’entre eux
ont la capacité de provoquer des modification anatomiques, génétiques et physiologiques chez
leurs hotes, les association mutualistes peuvent ¢galement étre a 1’origine de 1’émergence de
nouvelles fonctions et I’apparition de nouveaux phénotypes chez leurs hotes et cela soit par
I’addition des capacités des deux symbiotes ou par la création de nouvelles structures qui
n’existent pas hors de la relation exprimant ainsi des propriétés que les deux partenaires ne
possedent pas séparément (Thomas et al., 2010).

Au moment de la reproduction de I’un des deux partenaires 2 modes de transmission
permettent a ’hote de transmettre ses symbiotes a sa progéniture

La transmission verticale : assure la présence du partenaire chez la génération suivante, peut
avoir lieu lors de la reproduction sexuée. La descendance recoit le symbiote soit avant
fécondation a travers les gameétes (exemple: mitochondries et de Brucherna qui sont toutes les
deux transmises verticalement a travers les gameétes de leurs hotes). Ce type d’hérédité est
généralement uni parentale apporté par le gaméte femelle en raison de sa taille qui a la
capacité d’acquérir le symbiote contrairement aux gametes males. Le symbiose peut étre
également transmis & la descendance apres féecondation et formation du zygote comme dans le
cas des bactéries du tube digestif de certains insectes. La transmission verticale biparentale de
symbiotes est possible et aboutis a la potentielle coexistence de 2 symbiotes chez le
descendant, en I’occurrence ces derniers auraient la capacité d’effectuer des recombinaisons
génétiques, cette coexistance peut cependant créer une compétition entre les différents
symbiotes avec une sélection en faveur du type compétitifs ce qui pourrait étre désavantageux
pour 1’héte, cela pourrait offrir une explication a la raison pour laquelle I’hérédité
monoparentale des symbiote a plus souvent été sélectionnée(Thomas et al., 2010)

La transmission horizontale : ce mode de transmission offre a I’hote I’accés a une
diversité de partenaires qui pourraient potentiellement lui apporter plus d’avantages mais il
implique et fait cependant appel a la capacité de 1’hote a choisir et a sélectionner son
partenaire en tenant compte notamment des caractéristiques du milieu. (Thomas et al., 2010)

1.4. Le parasitisme :

I1 s’agit d’une symbiose dans laquelle I’un des symbiotes, le parasite bénéficie et vit au
dépends de son partenaire. Tout comme pour le mutualisme, le motif primaire de cette
association est trophique (Paracer et Ahmadjian, 2000)

On distingue deux types de parasites avec en regle générale des caractéristiques
différentes (Combes, 2001) :

Les micro parasites : représentés par les bactéries, virus, protistes et champignons, sont petit
de taille, ont tendance de se multiplier d’une maniére abondante chez I’hdte, induisent par la
suite une immunisation durable (sauf exceptions) et ils sont agents de maladies épidémiques

Les macroparasites : représentés par les helminthes arthropodes et certains métazoaires, ils
sont plus grands, en général ne se multiplient pas chez 1’hote (sauf exceptions), n’induisent



pas d’immunisation durable dans le temps et sont généralement agents de maladies
endémiques.

Le systeme parasite-h6te comporte 3 phases majeures : la rencontre, la comptabilité et
finalement la destruction du parasite par 1’hote ou 1’interaction durable, ce n’est que pendant
cette derniere que 1’échange d’information génétique entre le parasite et son hote est possible

Les deux parties de I’association exercent respectivement une pression sélective sur 1’un
’autre, les poussant tous les deux a mieux s’adapter a la relation en vue de protéger leurs
propres intéréts. Il s’agit réellement d’une « course aux armements » entre le parasite et son
héte. Les parasites d’une part sont positivement sélectionnés pour leur capacité a rencontrer et
de survivre au sein de leur hote, ces derniers d’autre parts ont positivement sélectionnés pour
leur capacité a éviter le parasite et de pouvoir si la rencontre a eu lieux de I’éliminer en
impliquant des mecanismes de distinction du soi du non soi et de défense efficaces. Dans cette
« course aux armements » les parasites possedent du fait de leur taille 3 facteurs leurs donnant
un avantage sur leurs hotes. I1 s’agit de

1) le temps de génération : plus bref chez les parasites que chez I’hote donc permet
I’apparition de plus de mutations dans la population parasite,

2) le taux de mutation : bien plus supérieur chez les microparasites

et finalement,3) la fécondité des parasites qui est supérieure. Ces trois facteurs contribuent a
la variation génétique des populations de parasites facilitant leur adaptation face aux pressions
sélectives (Combes, 2001)

l.4.a. La virulence

D’un point de vue écologique et évolutif la virulence est définie comme étant I’ensemble des
« conséquences de la présence de 1’organisme étranger sur la transmission des genes de
I’organisme héte » (combes, 2001) un pathogene n’est alors virulent que s’il affecte les
capacités reproductives de son hote et dans des cas extrémes sa viabilité. La virulence d’un
pathogéne étant un parameétre difficile a mesurer peut-étre estimer indirectement par la
constatation de son effet pathogene qui représente 1I’ensemble des changements observés sur
divers niveaux fonctionnels : anatomiques, métaboliques, comportementales, reproductifs de
I’hote causés par la présence du parasite pathogéne en supposant la présence de
proportionnalité entre les deux parameétres. (Combes, 2001)

Les pathogenes adaptent leur virulence constamment en fonction des conditions écologiques
affectant le systéme parasite-hote et ses 3 phases. Des rencontres parasites-hote plus rares par
exemple favorisent la sélection de parasites pathogenes plus virulents et donc I’émergence de
souches plus virulentes dans les générations suivantes. La virulence a cependant tendance a
diminuer de génération a génération lorsque la sélection est plutot focalisée sur I’hote et ses
compétences immunitaires en faveur des phénotypes les plus résistants diminuant
systématiquement la virulence du pathogene (combes, 2001)



I.4.b. Les conséquences ecologiques du parasitisme :

En alternant I’issue des interactions compétitives entre leurs especes hotes, les parasites
peuvent avoir une influence palpable sur la biodiversité.

Les parasites peuvent faciliter I’invasion biologique et réduire la biodiversité dans un
écosystéme en ¢liminant des populations d’une espéce hote en faveur d’une autre I’exemple le
plus concret serait celui du déplacement de 1’écureuil roux, une espéce endémique en Grande-
Bretagne par 1’écureuil gris, une espéce envahissante qui se trouve étre tolérante envers un
parapoxvirus, envers lequel les populations d’écureuils roux naives sont treés sensibles. Le
pouvoir de I’espéce envahissante a amplifier le pathogene lui & donner un avantage dans sa
compétition avec I’espéce indigéne. (Tompkins et al., 2003 ; Preston et Johnson, 2010)

Un autre effet que peut avoir les parasites, cette fois positif sur la biodiversité en permettant la
coexistance d’especes compétitivement inferieures et d’especes dominantes et cela en
diminuant la compétitivité de 1’espéce dominante, e.g.deux espéces de 1ézards anolis
gingivinus et anolis wattsi ne coexistent que lorsque A. gingivinus (I’espéce dominante) est
fortement parasité par plasmodium azurophilum un parasite qui prends les deux especes pour

hote mais envers lequel I’espece la moins compétitive semble étre plus tolérante. (Schall,
1992 ; Preston et Johnson, 2010)

Bien qu’ils aient la capacité de causer des maladies, les parasites ne provoguent des
extinctions que rarement car des faibles densités d’hotes réduit généralement la transmission
des pathogenes. Les exceptions restent lors de I’envahissement de populations d’hdtes naives
par un pathogene émergent ou lorsque des hoétes réservoirs permettent la persistance du
parasite malgré la faible densité d’hotes (Preston et Johnson, 2010)

I.5. La plasticité des associations symbiotiques :

En décrivant chaque catégorie avec des caractéristiques bien déterminées, le systeme de
classification des symbioses présente les associations symbiotiques comme étant stable et
figés dans le temps et I’espace. En réalité les interactions entre organismes existent selon une
graduation continue, les frontiéres entre les catégories ne sont pas aussi clairement délimitées
que la bibliographie le suggere. En pratique, on ne peut pas faire la distinction entre les
commensaux et les parasites qui causent a leurs hétes des niveaux de pathologie relativement
faibles, et les mutualistes qui exercent un cout trop élevé sur leur hote (Leung, Poulin ; 2008).
En effet, des changements dans divers facteurs extrinseques (e.g. les circonstances
environnementales) et intrinseques (e.g. le mode de transmission) peuvent influer le
basculement d’une association du mutualisme au parasitisme et vice versa. Les commensaux
peuvent étre a I’origine d’infections opportunistes suite a la détérioration des défenses de son
hote ou a I’occasion de I’acquisition de facteurs de virulence apportés par d’autres souches ou
especes (Perez-Brocal et al. ; 2013)



I11. Les antibiotiques : mode d’action, résistance
I11 .1. Les antibiotiques :

Produits de fermentation de certains micro-organismes, antagonistes a la croissance ou la vie
d’autres. (Greenwood, 2010; Kaufman, 2011) originalement produits par les micro-
organismes pour contrer leurs ennemis naturels ou leurs concurrents pour les ressources
nutritionnelles présentes dans leur environnement partagé (Sass, 2017) les antibiotiques sont
aujourd’hui produits par 1’industrie pharmaceutique pour des fins essentiellement
thérapeutiques (Eberlin, 1994)

L’utilisation des antibiotiques exploite les différences structurelles cellulaires des procaryotes
et eucaryotes. C’est ce qu’on appelle la toxicité sélective (Eberlin, 1994;Hills, 2010). Cette
sélectivité est basée sur le principe que les antibiotiques inhibent certains processus
biochimiques essentiels pour les bactéries sans gravement affecter les cellules de I'h6te. Pour
certains antibiotiques, il existe une différence considérable entre la concentration qui produit
un effet sur les micro-organismes et celle qui produit un effet sur les cellules hotes. Pour
d’autres médicaments, la différence est moindre. Cela implique que les antibiotiques peuvent
avoir des effets néfastes sur les cellules hotes si leurs concentrations sont suffisamment
élevées (Kaufman, 2011) la spécificité des antibiotiques explique également 1’échec de
I’antibiothérapie face aux infections non bactériennes (Eberlin, 1994).

Les antibiotiques peuvent étre soit bactéricides, ce qui fait référence a leur capacité a
directement tuer les bactéries ou bactériostatiques, ralentissent la reproduction de ces
derniéres permettant aux défenses de 1’hote de les tuer ( Frost, 2007; Kaufman, 2011) ces
différences ne sont pas généralement significatives en terme de réponse thérapeutique (Hills,
2010; Kaufman, 2011) mais peut cependant influencer le choix de molécule en fonction des
pathologies affrontées, les agents bactéricides sont plus préconisés dans le traitement des
infections chez les patients immunodéprimés (Finch, 2009; Kaufman, 2011)

III.2. Le mode d’action des antibiotiques :

Les antibiotiques peuvent étre caractérisés et différenciés par leurs modes d'action individuels
et leurs cibles cellulaires (Sass, 2017) il existe 5 mécanismes d’action utilisés par les agents
antibactériens, tous basés sur le concept de la toxicité sélective (Chopra, 2010 ; Hills, 2010 ;
Kaufman, 2011) en ciblant 6 (six) sites au niveau bactérien (Chopra, 2010)

[II.2.a. P’inhibition de la synthése de la paroi bactérienne :

De nombreuses fonctions cellulaires vitales sont attribuées a la paroi cellulaire bactérienne,
notamment son role de barriere de diffusion et de structure donnant la forme aux cellules
bactériennes (Sass, 2017)

Les antibiotiques interferent avec presque toutes les étapes de la synthése du peptidoglycane
(Chopra, 2010 ; Sass, 2017) soit en séquestrant un substrat essentiel de la réaction de
synthese, soit en inhibant directement une réaction enzymatique spécifique, ce qui empéche a



la fois la production de nouveau matériau de paroi cellulaire et conduisent finalement a la
mort cellulaire des bactéries en croissance (Schneider & Sahl 2010 ; Sass, 2017).

Les beta-lactamines (pénicillines et céphalosporines) interferent avec certaines réactions
enzymatiques lors de la biosynthese du peptidoglycane. En se liant a des enzymes spécifiques
appelés PBP (penecillin-binding proteins) les B-lactamines induisent la production d’une paroi
bactériennes faible ou déformée rendant la cellule vulnérable a la lyse durant la croissance
(Yocumet al., 1980 ; Kaufman, 2011 ; Sass, 2017).

II1.2.b. I’inhibition de la biosynthése de protéines :

Trois groupes d'antibiotiques ciblent différentes étapes de la machinerie de biosynthese des
protéines.

Un groupe d'inhibiteurs se lie a la sous-unité ribosomique 30S, les représentants de ce groupe
affectent la traduction de deux maniéres différentes en fonction de la région sur laquelle ils
s’insérent sur 1'unité 30S du ribosome la streptomycine (famille des aminoglycosides) se lie a
une séquence d'ARNr proche du site A et affecte la précision de la traduction et aboutit
finalement a une lecture erronée de I’ARNmM et a la synthése de protéines erronées, les
tétracyclines s’attachent également a la sous-unité 30S du ribosome sur une région proche du
site de reconnaissance codon-anticodon empéchant alors la liaison de I’aminoacyl-ARNt avec
le site A d’une maniére active. (Sass, 2017)

Les antibiotiques appartenant au deuxieme groupe eux se lient & la sous-unité 50S pour
inhiber l'initiation et I'allongement du peptide lors de la traduction ou affecter la précision de
la traduction, le chloramphénicol empéche la formation de liaisons peptidiques en se liant
directement au centre de la peptidyl-transférase. (Sass, 2017)

Le dernier groupe interfere avec les aminoacyl-ARNt synthéase pour perturber la
concentration cellulaire de molécules d’ARNt chargées ou la livraison et la libération de
molécules d'ARNTt vers et depuis le ribosomePar exemple, la mupirocine, bloque I'activité de
I'isoleucyl-ARNt synthétase, ce qui empéche la charge de I'ARNt-lle avec I'acide aminé
correspondant isoleucine (Sass, 2017)

[11.2.c. inhibition de la synthése des acides nucléiques

Les antibiotiques ciblent en outre les processus bactériens essentiels impliqués dans la
réplication et le renouvellement de I'ADN et la transcription de I’ADN en ARN (Chopra,
2010 ; Sass, 2017)

L'antibiotique semi-synthétique Rifampicine est probablement le représentant le plus connu
des inhibiteurs de I’ ARNp (ARN polymerase), qui se lie a ’ARNp sur un site adjacent a son
site actif et inhibe l'initiation de la synthése d'/ARN (Sass, 2017)

Les quinolones (ex : Ciprofloxacine) en revanche inhibent la synthése et la réplication de
I’ADN bactérien en perturbant Dl’activit¢ de I’ADN gyrase (topoisomerase II) et la
topoisomerase IV, deux enzymes essentielles pour la réplication de I’ADN.



L’endommagement de I’ADN induit la mort cellulaire (Chopra,2010 ; Kaufman, 2011 ; Sass,
2017)

I11.2.d. la modification de la perméabilité de la membrane

La polymyxine et la colistine (Polymyxine E) agissent sur la membrane cytoplasmique des
bactéries gram négatives probablement en attaquant les groupements phosphate des
phospholipides membranaires. L’effet de ces molécules dépend de leur reconnaissance par
des lipopolysacharides présents sur la membrane externe suivie par leur translocation depuis
la membrane externe vers la membrane cytoplasmique. Le résultat final est la fuite du contenu
cytoplasmique et la mort de la cellule (Chopra, 2010)

II1.3. L’antibiorésistance :

La résistance aux antibiotiques se produit lorsque les bactéries ont ou développent la capacité
de contourner les mécanismes utilisés contre elles par les antibiotiques. Les infections causées
par des agents pathogénes resistants aux antibiotiques sont généralement plus difficiles a
traiter, souvent récurrentes et entrainent une morbidité et une mortalité importantes
(Christakiet al., 2019). La résistance aux antimicrobiens est associée a la I'utilisation
généralisée et la mauvaise utilisation des antibiotiques, chez les humains, en l'agriculture et
dans I'élevage d’animaux (Harbarthet al.,2015 ; Christakiet al., 2019)

III.3.a. L’origine de I’antibiorésistance :

La résistance aux antibiotiques présentée par les bactéries peut étre intrinséque, acquise ou
adaptative (Joon-Hee, 2019 ; Christakiet al., 2019)

e La résistance intrinseque :

Est la manifestation des propriétés inhérentes des bacteries e.g. la résistance des bactéries
Gram-négatives aux glycopeptides (ex : Vancomycine) en raison de I’imperméabilité de la
membrane externe de la paroi des bactéries gram-négatifs a ces molécules (Christakiet al.,
2019)

e La résistance acquise :

Définie comme la résistance manifestée lorsqu'une bactérie qui était auparavant sensible
acquiert un mécanisme de résistance soit par une mutation, les mutations conduisant a la
résistance aux antibiotiques se produisent généralement dans trois types de génes : ceux
codant pour les cibles de I'antibiotique, ceux codant pour leurs transporteurs et ceux codant
pour des régulateurs qui répriment I'expression des transporteurs ou les éléments de
décontamination d’antibiotiques. (Martinez, 2014)

Soit par l'acquisition de nouveau matériel génétique a partir d'une source exogéne (transfert
horizontal de génes).Dans le transfert horizontal de génes, les génes impliqués doivent
provenir de bactéries commensales ou environnementales. (Martinez, 2014)
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Le transfert horizontal de génes peut se produire par trois mécanismes principaux (Holmes et
al., 2016;Munita& Arias, 2016 ; Christakiet al., 2019)

La transformation : Il s'agit d'une forme de recombinaison génétique dans laquelle des
fragments d'ADN libres d'une bactérie morte pénétrent dans une bactérie réceptrice et sont
incorporés dans son chromosome. Seules quelques bactéries sont naturellement
transformables (Christakiet al., 2019)

La transduction : implique le transfert de matériel génétique entre une bactérie
donneuse et une bactérie receveuse par I’intermédiaire d’un bactériophage (Christakiet al.,
2019)

La conjugaison : C'est probablement le mécanisme de transfert horizontal de génes le
plus important. La conjugaison implique le transfert de matériel génétique d'une cellule
bactérienne a une autre par contact physique direct entre les deux cellules. Un pili sexuel se
forme entre les deux cellules bactériennes a travers laquelle un plasmide est transféré de la
cellule donneuse a la cellule receveuse. Plusieurs génes de résistance sont souvent présents
sur un seul plasmide permettant le transfert de la multi résistance en un seul événement de
conjugaison (Christakiet al., 2019)

- La résistance adaptative :

Est la résistance induite par un signal environnemental spécifique (par exemple, stress, pH,
concentrations d'ions, conditions nutritionnelles, niveaux sous-inhibiteurs d'antibiotiques).
Contrairement a la résistance intrinseque et acquise, la résistance adaptative est transitoire. La
résistance adaptative, qui permet aux bactéries de répondre plus rapidement a une provocation
antibiotique, revient généralement a son état d'origine une fois le signal inducteur
supprimé(Fernandez et al.,2011;Joon-Hee 2019; Motta et al., 2015; SalimiyanRiziet al.,

2018 ;Christakiet al., 2019)

La résistance adaptative semble étre le résultat de modulations de I’expression des génes en
repense aux changements environnementaux. Plutot que d’étre causée par des altérations
génétiques qui produisent habituellement des phénotypes irréversibles, la résistance
adaptative est peut-étre le résultat de changements épigénétiques. Plus précisément, il a été
suggéré que la méthylation de I'ADN pourrait étre responsable de la présence de différents
profils d'expression génique dans une population bactérienne et pourrait fournir
I'nétérogénéité et I'nérédité épigénétique de I'expression génique essentielle a lI'apparition
d'une résistance adaptative (Motta et al.,2015;SalimiyanRiziet al., 2018 ; Christakiet al.,
2019 ; Ghostet al., 2019)

I11.4. Les mécanismes d’antibioresistance :

La résistance aux antibiotiques est généralement le résultat de la destruction ou de la
modification d'antibiotiques, d'altérations de la cible et d'une accumulation réduite
d'antibiotiques due a une perméabilité réduite et /ou efflux accru (Christakiet al., 2019 ;
Martinez, 2014)
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I11.4.a. La destruction de I’antibiotique :

La destruction du cycle B-lactame des B-lactamine par les B-Lactamases est le meilleur
exemple de destruction enzymatique d’antibiotiques les rendant inefficaces. Ce mécanisme de
résistance est le mécanisme de résistance au B-lactamines le plus commun chez les bacteries
Gram-negatifs. Les geénes codant pour les B-lactamases peuvent étre trouves sur le
chromosome ou sur les éléments génétiques mobiles, ce qui a facilité leur dissémination
parmi les bactéries.(Christakiet al., 2019)

II1.4.b. La modification de I’antibiotique :

La modification enzymatique de la molécule antibiotique est le mécanisme le plus courant de
résistance aux aminoglycosides. Les enzymes modifiant les aminoglycosides (AME) assurent
la médiation de I'acétylation, de la phosphorylation ou de I'adénylation des aminoglycosides,
I'antibiotique modifié résultant présente une affinité réduite pour sa cible. Les génes codant
pour les AME sont généralement situés dans les éléments génétiquement mobiles, ce qui leur
permet de se diffuser efficacement parmi les bactéries (Ramirez &Tolmasky 2010 ;Christakiet
al., 2019)

I11.4.c. La modification des enzymes d’activation des antibiotiques :

L'activation de la nitrofurantoine par des réductases bactériennes entrainant la formation de
composés intermédiaires toxiques est nécessaire pour I'activité antimicrobienne de la
nitrofurantoine. Les mutations des genes de nitroréductase constituent le principal mécanisme
de résistance a la nitrofurantoine (OseiSekyere, 2018 ; Christakiet al., 2019)

[11.4.d. Le remplacement de la cible :

Le remplacement des protéines bactériennes de liaison a la pénicilline (PBP) est le mécanisme
qui sous-tend la résistance aux B-lactamines chez Streptococcus pneumoniae et la résistance a
la méthicilline chez Staphylococcus aureus (Christakiet al., 2019)

I11.4.e. L’alteration de la cible :

Peut etre due a la mutation ou a une altération enzymatique. La résistance aux quinolones est
le plus souvent le résultat de mutations chromosomiques dans les génes de la gyrase
bactérienne et/ou de la topoisomérase 1V (Aldredet al., 2014 ; Christakiet al., 2019), tandis
que la résistance a la rifampicine est généralement le résultat de mutations dans le gene de la
sous-unité B de I'ARN polymérase (Goldstein, 2014 ;Christakiet al., 2019).

[11.4.f. la protection de la cible :

Les protéines de protection ribosomique (RPP) sont un exemple de résistance antimicrobienne
par la protection du site cible qui a été décrites aussi bien chez les bactéries Gram-positives
que chez les Gram-négatives (Connellet al., 2003; Roberts, 2005; Christakiet al., 2019). Les
protéines Qnr assurent la mediation de la résistance aux quinolones en agissant comme un
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analogue de I'ADN et en réduisant I'interaction de la gyrase bactérienne et de la
topoisomérase-1V avec I'ADN. En faisan cela ils réduisent les sites de liaison des quinolones
disponibles (Aldredet al., 2014 ; Christakiet al., 2019).

I11.4.9. La surproduction de la cible :

Une surproduction massive de la cible de I’antibiotique peut conduire a une résistance en
accablant I'antibiotique. La surproduction de dihydrofolate réductase (DHFR), par exemple, a
été signalée comme cause de résistance au triméthoprime chez Eschericia Coli
(Eliopoulos&Huovinen2001;Christakiet al., 2019).

I11.4.h. La diminution de la perméabilité de la membrane externe :

La faible perméabilité de la membrane externe bactérienne a des agents antibiotiques
spécifiques est responsable de la résistance intrinséque de certaines bactéries Gram-négatives
a ces antibiotiques. Néanmoins, des modifications de la perméabilité de la membrane externe
peuvent contribuer au développement d'une résistance acquise (Nikaido, 1989 ; Christakiet
al., 2019)

Les porines sont la principale voie d'entrée des antibiotiques hydrophiles (ex : B-lactamines et
les tétracyclines) a travers la membrane externe bactérienne. Le nombre et le type de porines
exprimées sur la membrane externe affecteront I'entrée des antibiotiques hydrophiles et, par
conséquent, la sensibilité de la cellule bactérienne a ceux-ci (Fernandez & Hancock

2012 ;Christakiet al., 2019)

I11.4.1. Les pompes a Efflux :

Les pompes a efflux sont des systéemes dépendants de I'énergie présents sur la membrane
cytoplasmique et capables de pomper les molécules toxiques hors de la cellule, identifiés a la
fois chez les bactéries Gram-positives et Gram-négatives. La plupart des systémes d'efflux
peuvent transporter plusieurs substances non apparentées et peuvent, par conséquent,
entrainer une multi résistance aux antibiotiques (Nikaido&Pages, 2012;Piddock, 2006 ;
Christakiet al., 2019)
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IV. La flore fécale des oiseaux :

La flore bactérienne aérobie cloacale/fécale des oiseaux de cages (Psittaciformes et
Passeriformes) est majoritairement constituée de bacilles a Gram-positif. Plusieurs auteurs ont
décrits la prédominance des gram-positifs dans la composition de la flore aérobie cloacale des
oiseaux cliniqguement sains (Bangertet al., 1987 ; Flammer&Drewes., 1987 ; Glunder, 1980 ;
Jones &Nisbet., 1979).

Les bacilles a gram-positif (Lactobacillus, Bacillus, Corynebacteruim, Streptomyces) sont les
bactéries les plus communément isolés chez les psittaciformes, suivis par les cocci a gram-
positif (Staphylococcus epidermidis, Streptococcus spp., Aerococcus spp., Micrococcus spp.)
et finalement les bactéries a gram-négatif (Escherichia coli, Enterobacter cloacae, Klebsiella
oxytoca, pseudomonas spp.). les salmonelles ne semblent pas faire partie de la flore normale
de ces oiseaux (Bangertet al., 1987 ; Flammer&Drewes., 1987)

Une étude a déemontré que les Enterobacteriaceae ne représentaient que 17% de la flore fécale
des Passeriformes avec la prédominance d’Enterobactercloacae et Klebsiella pneumoniae et
en second lieu Escherichia coli, Serratia liquefaciens et Citrobacter freundii (Glunder, 1980)

Une étude effectuée sur des oiseaux sauvages aquatiques et terrestres ayant différents régimes
alimentaires a souligner la présence d’Aeromonas hydrophila dans I’intestin des oiseaux
vivants (91%) et morts (51%). En association avec A. hydrophila d’autres bactéries ont étés
isolées, cette fois les bactéries a Gram-négatif étaient majoritaires (Escherichia coli,
salmonella spp, campylobacter spp, pasterella-Haemophilus, Yersinia enterolitica) les Gram-
positifs étaient essentiellement représentés par les staphylocoques et streptocoques et en
second lieu corynebacterium et Lactobacillus (Glunder&Siegmann, 1989)

IV.1. La flore fécale a Gram-négatif des oiseaux de cage et de voliéres :

Bien qu’anciennement plusieurs auteurs auraient suggéré que la présence des bacteries a
gram-négatif dans le tractus digestif des oiseaux serait strictement pathologique (Bangertet
al., 1987 ; Glunder, 1980 ; Glunder&Siegmann, 1989). L’incidence des bactéries a Gram-
négatif bien qu’elle soit réduite dans les isolats fécaux des oiseaux cliniqguement normaux, elle
reste réguliere et serait peut-étre liée au régime alimentaire et au condition d’hygiéne des
oiseaux (Jones &Nisbet, 1980 ; Flammer&Drewes, 1988)

Description des genres Gram — les plus communément rencontrés dans la flore fécale des
oiseaux de cage et de voliére :

IV.1.a. Le genre Enterobacter :

Ces bactéries font partie de la famille des Enterobacteriaceae. Bacilles a Gram négatif, ce
sont des bactéries peu exigeantes car elles ne nécessitent pas de milieux de culture spécifique
pour leur croissance, la plupart des Enterobacter spp donnent des colonies rondes de 2-3 mm
de diametre plats avec des bords irréguliers sur gélose nutritive, Enterobacter sakazakii lui
donne des colonie de 1-3mm de diametre de couleur jaune brillant & 25°C et jaune péle a
37°C d’aspects lisse (smooth) ou mucoid, pour de meilleurs résultats il est conseiller
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d’incuber les cultures d’ Enterobacter a 30°C pour pouvoir visualiser la pigmentation jaune
de E. sakazakii E.agglomerans qui s’affaiblie a 37°C . (Grimont&Grimont, 2006)

Les bactéries de ce genre sont ubiquistes et se retrouvent dans I’environnement naturel dans
des environnements aquatiques, les eaux usees et la terre ainsi que sur les léegumes. E. cloacae
est reconnu comme commensal du tractus digestif et de la peau de I’homme et des animaux, il
est aussi present dans les environnements hospitaliers. E.aerogenes lui aussi est présent dans
les eaux usées, produits laitiers et dans les matiéres fécales d’animaux et humains (Platt et al.,
1976 ; Grimont&Grimont, 2006)

Ce genre est un pathogéne opportuniste causant une variété d’infections nosocomiales
(infections des voies respiratoires inferieures, infections urinaires, bactériémies, endocardites,
infections du systéme nerveux central, septicémies néonatales ...) E. cloacae est I’espece
responsable de la majorité des infections nosocomiales chez I’homme (Davin-Regli&Pages,
2015 ; Siddhardha et al., 2020)

Caractéres biochimiques :

La plupart des bactéries appartenant au genre Enterobacter sont mobiles et positives pour le
test Vogues-Proskauer, le test Citrate de Simmon .toutes les espéces d” Enterobacter
dégradent le glucose et produisent du gaz en le faisant, elles dégradent également le D-
mannitol, le D-xylose et le maltose. Elles hydrolysent le o-nitrophenyl-p-D-galactoside
(ONPGH+). La majorité d’Enterobacterspp. Sont H,S négatif. (Grimont&Grimont, 2006)

IV.1.b. Le genre Aeromonas :

Les membres de ce genre font partie de la famille des aeromonadaceae. Aeromonas spp. Sont
des bactéries a Gram négatif anaerobie facultative de forme cocobacillaire a bacillaire
observées seules, en diplobacilles et rarement en petites chainettes. La majorité des especes
présentent un seul flagelle polaire. (Murry et al., 2007)

Pour de bon résultats les isolats fécales sont plus préférables aux écouvillonnages rectaux
pour I’isolement de pathogénes entérique (Murry et al., 2007) .les bactéries de ce genre
poussent généralement bien sur les milieux sélectifs pour les entérobactéries. La gélose au

sang frais a laquelle est ajouter 20 ug d’ampicilline facilite I’isolement des Aeromonas
(Murry et al., 2007)

Le genre Aeromonas sont ubiquistes des écosystemes aquatiques du monde entier : les eaux
de surface, usées et souterraines, ces bactéries ont été également retrouvées dans les produits
laitiers et lait cru, la viande, les fruits de mer et la viande de volailles (Murry et
al.,2007;Glunder& Siegmann,1989)

Les bactéries du genre Aeromonas sont incriminées dans des infections chez les animaux et
I’homme, elles sont associées avec des gastroentérites qui peuvent étre compliquées par des
un syndrome hémolytique urémique chez I’homme A.hydrophila est 1’espéce isolées lors de
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septicemie (Murry et al., 2007). A. hydrophila provoque également des avortements chez les
bovins (Wohlgemuth, et al., 1972 ; Glinder& Siegmann,1989)

Caractéres biochimiques :

Les bactéries du genre Aeromonas sont genéralement catalase positive et oxydase positives,
dégradent le glucose (voie oxydative et fermentative), le nitrate (en nitrite) avec production de
gaz, A.hydrophila est positive pour le test Vogues-Proskauer les autres especes présentent des
résultats variables. Les Aeromonasspp. Présentent des exoenzymes a savoir une amylase,
ADNase, easterases, peptidases, proteases et hemolysines. (Murry et al., 2007)

IV.1.c. Le genre Escherichia :

Batonnets a Gram négatif aero-anaerobie .ce genre est constitué de bactéries mobiles et non
mobiles, celles qui le sont présentent une ciliature peritriche. Ce genre comprend 6 espéces
dont E .coli est la plus importante d’un point de vue clinique. (Murry et al., 2007)

E. coli est une bactérie ubiquitaire commensale du tractus digestif de I’homme et des animaux
endodermes (Murry et al., 2007;Brisson, 2018) elle peut causer des infections urinaires,
bactériémies, meningites, diarrhées chez les individus immunodéprimés ainsi que chez des
invendus sains (Murry et al., 2007) elle est facilement isolable et pousse tres bien sur le
milieu MacConkey (MAC). Certains milieux peuvent étre utiles en facilitant I’identification
des certaines categories d’ E.coli comme le milieu MacConkey contenant du sorbitol (MACS)
qui permet I’isolement de O157 STEC (E. coli productrice de shiga toxine) les colonies non
fermentatrices de sorbitol sont suspectées d’étre O157:H7. (Murry et al., 2007)

Caractéres biochimiques :

E. coli est fermente le D-glucose et est généralement productrice de gaz, elle présente un
résultat positif envers le test Vogues-Proskauer, indole, ONPG et urease et négatif pour le test
citrate (Murry et al., 2007)
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Etude expérimentale
I. Objectif :
L’objectif de ce travail est :

e Confirmer I’incidence des bactéries a Gram négatif dans la flore fécale des oiseaux de
cage et de voliére

e Confirmer ou infirmer la présence de Salmonella spp. au sein de la flore fécale des
oiseaux de cage et de voliere

e Isoler et caractériser les genres et espéces bactériennes présents

Matériels et méthodes
|. Prélévements :

Les prélevements ont été effectués aux niveaux d’un élevage de canaris de couleur, un
marché d’animaux vivants et trois (3) animaleries tous dans la région d’ Alger.

Des prélévements de matieres fécales ont été réalisés sur 30 oiseaux appartenant a 8
especes différentes tous cliniquement sains. Les prélevements comprenaient des fientes seches
(dans des flacons stériles) et fraiches (écouvillonnage) transport a 4°C

I1. Analyses bactériologiques :

Les analyses bactériologiques ont été réalisées au niveau du laboratoire de
microbiologie médicale de ’ENSV d’Alger

I1.1. Préparation des bouillons sélectifs :
Préparation de bouillons sélectifs pour I’enrichissement des salmonelles :
Bouillon Rappaport Vassiliadis Soy (RSV) :

Le bouillon RSV est un milieu de culture utilisé pour I’enrichissement sélectif des Salmonella
spp. a partir de prélevements alimentaires, environnementales et cliniques (Fiche descriptive
du milieu Liofilchem®)

Composition :

substrats Grammes /litres
Soytone 45

Chlorure de Sodium 7.2

Phosphate dihydrogené de potassium 1.26
hydrogenophosphate di-potassique 0.18

chlorure de magnésium anhydre 13.4

vert de Malachite 0.036

Tableau 1 : composition du milieu RSV (Fiche descriptive du milieu Liofilchem®)
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Préparation : Dissoudre 26.6g du milieu RSV déshydraté Liofilchem® dans un (1) Litre d’eau
distillée sur plague chauffante avec agitation jusqu'a dissolution compléte ensuite autoclave a
115°C pendant 15 minutes.

Bouillon d’enrichissement au sélénite selon LEIFSON :

Ce bouillon est un milieu de culture proposé par LEIFSON (1936) pour I’enrichissement
sélectif des salmonelles depuis des prélévements fécaux, urinaires, alimentaires et d’eau
(Fiche descriptive du milieu MERCK®)

Composition :

substrats Grammes/Littres
Peptone de viande 5.0

Lactose 4.0

Sélénite de sodium 4.0
hydrogenophosphate di-potassique 3.5

Phosphate dihydrogéné de potassium 6.5

Tableau 2 : composition du milieu au sélénite (Fiche descriptive du milieu MERCK®)
Préparation :

Dissoudre 23g de milieu dishydraté Merck® dans un (1) Litre d’eau distillée en chauffant
legerement (température MAX 60°C) avec agitation jusqu'a dissolution complete. Ne pas
autoclaver.

11.2. Pré-enrichissement :

Sur bouillons sélectifs (RSV, au sélénite) et non sélectifs (BHIB et bouillon nutritif) pour
amplifier le nombre des bactéries et augmenter les chances d’isolement.

Technique :

A I’aide d’une pince ou anse de platine (dépendamment du prélévement) on introduit un peu
de fientes de maniere stérile a I’intérieur du tube de bouillon toujours a proximité du bec
bunsen. Les écouvillons sont plongés dans le bouillon également a proximité du bec bunsen

Les tubes sont ensuite incubés a 37°C pendant 18 a 24 heures
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Figure 1 : pré-enrichissement sur bouillon RSV et bouillon au sélénite

[1.3. préparations de milieux solides sélectifs

Gélose SS (salmonella-shigella) : Milieu de culture sélectif pour 1’isolement des Salmonella
spp et shigella spp a partir de prélevement fécaux et alimentaires et autres. .. (Fiche
descriptive du milieu MERCK®)

Composition :

substrats Grammes/Litres
Peptone 10.0
Lactose 10.0
Fiel de beeuf déshydraté 8.5
Citrate de sodium 10.0
Thiosulfate de sodium 8.5
Citrate d’ammonium fer 1.0
Vert brillant 0.0003
Rouge neutre 0.025
Agar-agar 12.0

Tableau 3 : composition du milieu SS (Fiche descriptive du milieu MERCK®)
Préparation :

Dissoudre complétement 60g du milieu déshydraté MERCK® dans un (1) litre d’eau distillée
dans un bain marie bouillant ou sous vapeur fluente. Ne pas autoclaver et couler sur boites en
couches epaisse.




Gélose XLD :

Milieu de culture sélectif pour I’isolement de Salmonella spp. et shigella spp. (Fiche
descriptive du milieu MERCK®)

Composition :
substrats Grammes/Litres
Extraits de levure 3.0
Chlorure de sodium 5.0
D(+)-xylose 3.75
Lactose 75
Saccharase 7.5
L(+)-Lysine 5.0
Désoxycholate de sodium 1.0
Thiosulfate de sodium 6.8
Citrate d’ammonium fer (III) 0.8
Rouge de phénol 0.08
Agar-agar 145

Tableau 4 : composition du milieu XLD (Fiche descriptive du milieu MERCK®)
Préparation :

Dissoudre complétement 60g du milieu déshydraté MERCK® dans un (1) litre d’eau distillée
dans un bain marie bouillant ou sous vapeur fluente. Ne pas autoclaver.

Gélose Hektoen :

Milieu de culture sélectif pour I’isolement des bactéries a Gram négatif non exigeantes (Fiche
descriptive du milieu MERCK®)

Composition :

substrats Grammes/Litres
Peptone de viande 12
Sels biliaires 9
Extrait de levure 3
Saccharose 13
Lactose 13
Chlorure de Sodium 5
Fushine acide 0.1
Bleu de Bromothymol 0.065
Agar-agar 14

Tableau 5 : Composition du milieu Hektoen (Fiche descriptive du milieu MERCK®)
Préparation :

Dissoudre 69.1g de milieu déshydraté MERCK® dans un (1) litre d’eau distillée en chauffant
legérement jusqu'a dissolution compléte. Ne pas autoclaver
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Figure 2 : préparation Gélose XLD Figure 3: préparation de gélose SS et Hektoen

Figure 4 : géloses préparées
I1.4. Isolement des bactéries sur milieux séelectifs :
Ensemencement des 3 milieux préparés et incubation a 1’étuve a 37°C pendant 18a 24 heures
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Figure 5 : isolement sur milieux solide Figure 5 : Incubation a 1’étuve
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I1.5. Caractérisation biochimique des bactéries isolées :

Les colonies suspectées d’étre des salmonelles (H,S + sur gélose SS) ont été identifiées
biochimiquement par galeries API® 20E.

Le reste des isolats ont été identifiées biochimiquement par la galerie classique (identification
du genre)

11.5.1. Galerie API® 20E :

La galerie API® 20E est un outil standardisé d’identification des Enterobacteriaceae et autres
bacilles & Gram négatif.

Figure 6 : Galerie API® 20E
Technique :

On commence par I’humidification de la boite d’incubation en remplissant les alveoles
presents au fond de la boite avec de I’eau distillée

Préparation de I’inoculum : une seule colonie bien isolée est prelevée a 1’aide d’une anse de
platine et introduite dans 5 ml du milieux NaCl 0,85% (ampoule d’ API® commercialisé avec
les galeries) a defaut on peut utiliser de I’eau physiologique stérile ou de 1’eau distilée stérile
sans additifs pour réaliser une suspension bactérienne qui nous serviva d’inoculum.ce dernier
doit etre homogenisé avant d’inoculer la galerie avec (bioMérieux® API® 20E, 2010)

Ensemencement de la galerie :

La suspension bactérienne est introduite dans les microtubes a I’aide d’une pipette pasteur
stérile il est conseiller de poser le pointe de la pipette sur le coté de la cupule pour eviter la
formation de bulles. On ne rempli que les tubes et non les cupules excepter pour les tests
CIT, VP et GEL pour lequels il est indiquer de remplir tubes et cupules. On rempli les cupules
des tests ADH, LDC, ODC, H,S, URE avec de I’huile de paraffine pour conférer une
anaerobiose aux milieux. (bioMérieux® API® 20E, 2010)

Figure 7 : Ensemencement de la galerie



11.5.2. les tests biochimiques :
Les tests appropriés pour I’identification des bactéries a Gram négatif : IMVC (Indole, Rouge
de Methyle, Vogues-Proskauer, Citrate)

11.5.2.a. Recherche de I’oxydase :

Ce test est réalisé en introduisant un disque a oxydase dans une suspension bactérienne
épaisse. Il vise arévéler I’oxydase qui est une enzyme intervenant dans les réactions
d’oxydoréduction bactériennes. Une minute suffi pour la lecture (Marchal et al., 1982 ;
Bouhamed, 2008 ;)

Couleur violette »  Oxydase +

Couleur inchangée » Oxydase —

Figure 8 : test Oxydase + a droite, Oxydase — a gauche

11.5.2.b. Test ONPG :

Le test ONPG (O-nitrophenyl-p-D-Galactopyranoside) est utilisé pour reveler la présence ou
I’absence de 1’enzyme B-galactosidase. Ce test est réalisé en introduisant un disque a ONPG
dans une suspension bactérienne (UK standards for microbiology investigations, 2018)
Lecture :

Couleur jaune » ONPG + (organisme fermentateur de
lactose)
Couleur inchangée/ jaune pale » ONPG - (pas de fermentation de lactose)

Figure 9 : test ONPG + a gauche, ONPG — a droite
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11.5.2.c. Test VP

Le test Vogues-Proskauer révéle la capacité des bactéries a produire 1’acétone (acetyl methyl
carbinol) lors de la fermentation du glucose.

Le test est réalisé sur bouillon Clark et Lubs déja ensemencé puis étuver a 37°C pendant 18 a
24 heures auquel on ajoute les reactifs VP1 et VP2 respectivement avec 10minutes
d’intervalle entre les deux (Varghese & Joy, 2014)

Lecture :
Coloration rouge/rose » VP+
Incolore » \V/P-
Figure 10 : test VP + a droite, VP — a gauche
11.5.2.d Test Rouge de methyle :

Ce test révele la capacité des bactéries a oxyder le glucose avec la production de dérivés
acides. Ce test est réalisé sur bouillon Clark et Lubs déja ensemencé puis etuvé a 37°C
pendant 18 a 24 heures auquel on ajoute le réactif rouge méthyle. (Varghese & Joy, 2014)
Lecture :
Coloration rouge
Coloration jaune

RM+
RM-

v Vv

Figure 11 : test RM +



11.5.2.e. test TSI :

Met en évidence la capacité des bactéries a fermenter les trois (3) sucres présents dans le
milieu (Glucose, Sucrose et Lactose). L’ensemencement du milieu TSI se fait par piqure
centrale dans le tube et ensemencement de la pente puis incubation a 37°C pendant 24 heures
(Varghese & Joy, 2014)

Lecture :

Acidification (coloration jaunatre) de la pente » fermentation du sucrose,
lactose ou les deux

Acidification du culot fermentation du glucose

v

v

Précipités noirs production d’H,S (et fermentation de glucose)

Figure 12 : Lactose/Sucrose +, Glucose +, Gaz +, H,S -
I1.5.2.1. test de I’utilisation du Citrate:

Met en évidence la capacité des bactéries a utilisé le Citrate comme seule source de carbone.
Ce test est réalisé par I’ensemencement d’une gélose incliné sur tube de Citrate de Simmons
incuber a 37°C pendant 24 a 48 heures (Varghese & Joy, 2014)

Lecture :
Coloration bleu du milieu » Citrate +
Coloration verte du milieu » Citrate —

[1.5.2.g. Mannitol mobilité :

Permet de déceler la mobilité bactérienne ainsi que la fermentation du mannitol. Ce test est
réalisé par piqure centrale dans une gélose Mannitol mobilité incubation a 37°C pendant 24 a
48 heures (Varghese & Joy, 2014)
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Lecture :

e Couleur jaune » Mannitol +

e Couleur rouge » Mannitol -

e Croissance en créant un trouble » Mobilité +
a partir de la piqure centrale

e Croissance tout au long de la piqure centrale » Mobilité —

11.5.2.h. Test de ’uréase :

Permet de mettre en évidence la capacité des bactéries a dégrader [’urée en ammoniac grace a
I’uréase. Ensemencement du milieu urée indole et incubation a 37°C pendant 24 heures
(Varghese & Joy, 2014)

Lecture :
Couleur rose » Uréase +
Couleur inchangée » Uréase —

Figure 13 : test urease +

I1.5.2.1 Test de production d’Indole :

Met en évidence la capacité des bactéries a dégrader le tryptophane en indole. Test réalisé sur
milieu urée indole aprés ensemencement et incubation pendant 24 heures (le méme utilisé
pour le test uréase) le réactif KOVAC’s est ajouter. (Varghese & Joy, 2014)

Lecture :

Formation d’un anneau rouge a la surface du milieu » Indole +



Pas de formation d’anneau rouge » Indole —

Figure 14 : test de production d’Indole+ a gauche, Indole — a droite
I11. test de susceptibilité des bactéries isolées aux antibiotiques :

Technique de diffusion sur gélose

I11.1. la gélose Muller-Hinton stérile est fondue a ’autoclave et coulée dans des boitespétri de
maniére stérile et & proximité du bec bunsen.

Composition usuelle :

Substrats Grammes/Litres
Infusion de viande de beeuf déshydratée 4.0

Hydrolysat acide de caséine 17.5

Amidon de mais 1.5

Agar-agar 12.0

Tableau 6 : composition de la gélose Muller-Hinton

Figure 15 : Gélose Muller-Hinton




Technique : Antibiogramme par diffusion sur gelose :

Préparation de I’inoculum : une suspension bactérienne est réalisée en mélangeant 3colonies
bien isolées et identiques (culture pure) dans 4ml d’eau physiologique stérile. Le mélange est
homogénéisé ensuite une dilution 1/10 est exécutée (1ml de la suspension mére dans 9ml d’au
physiologique stérile) (Djerbib & Djerbib, 2015)

L’inoculation du milieu : avec une seringue stérile et devant le bec bunsen la surface de la
gélose Muller-Hinton est inondée avec 3ml d’inoculum, des mouvements en huit (8) sont
performés et I’exces de liquide déversé (Bocquier, 2013 ; Djerbib & Djerbib, 2015)

Avec une pince stérile, les disques d’antibiotiques sont déposés délicatement sur la surface de

la gélose qui doit étre sec sans exces de liquide (5 minute a I’étuve) (OMS, 2013 ; Bocduier,
2011 ; Djerbib & Djerbib, 2015)

Les géloses sont incubées a 37°C pendant 18 a 24 heures

Dans cette étude la sensibilité des bactéries a été testée envers 6 antibiotiques appartenant a 6
familles d’antibiotiques communément utilisées en médecine aviaire dans le traitement
d’infections chez les oiseaux de cages et de volicres (B-lactamines, Céphalosporines,
Polymyxines, Cyclines, Aminosides et Quinolones)

molécule antibactérienne famille d’antibiotique utilisation
Amoxlgll!me B-lactamines Maladiesbactériennes
Ampicilline
Céfalexine Céphalosporines
Colistine Polypeptediques : Polymyxine maladies bactériennes
intestinales
Oxytetracycline +néomycine Cyclines + Aminosides maladies bactériennes :
Enterites
oxytetracycline maladies bactériennes :
Doxycycline Cyclines Chlamydioses
Enrofloxacine Quinolones maladies bactériennes :
Salmonellose...
Framycétine aminosides maladies bactériennes et
Coccidioses
Erythromycine
Spiramycine macrolides maladies bactériennes
Josamycine
Tylosine

Tableau 7 : antibiotiques utilisées chez les oiseaux domestiques, leurs familles et utilisations
(André, 1990)
Les disques d’antibiotiques utilisés et les familles qu’ils represntent :
Ampicilline (AMP) 30ug Liofilchem® (B-lactamines), Céfazoline (CZ) 30ug bioMérieux®
(Cephalosporines), Tetracycline (TE) 30ug BD® (Cyclines), Neomycine (N) 30ug
Liofilchem® (Aminosides), Ciprofloxacine (CIP) 30ug Bioanalyse® (Quinolones), Colistine
sulfate (CS) 10ug Liofilchem® (Polymixines)
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Résultats :
I. analyse bactériologique :

Une croissance bactérienne a été appréciée sur au moins une boite pour 20 des 30
prélevements. Les 10 autres prélevements semblent ne pas contenir de bactéries a Gram
négatif d’ou I’absence de croissance sur les 3 milieux ensemences.

11 isolats (10 échantillons) ont présenté des similitudes phénotypiques avec des colonies de
Salmonella spp. : Production d’H,S sur Géloses SS et XLD. Des Galeries API® 20E ont étes
utilisées pour 1’identification de ces bactéries. Quand au reste des isolats non suspects d’étre
des salmonelles (N=15) ils ont subi une identification moins rigoureuse : galerie classique

Figure 16 : colonies incolores H,S + a centre noir sur gélose SS
I1. caractérisation biochimique

I1.1. résultat de la galerie API® 20E :
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Figure 17 : Lecture d’une galeriec API® 20F



Tests composants actifs reactions/Enzymes résutats
négatif Positif

ADH L-arginine Arginine DiHydrolase Jaune Rouge

LDC L-lysine Lysine DéCarboxylase

oDC L-omithine OmithineDéCarboxylase

URE Urée UREase

ONPG | 2-nitrophényl-p-D- B-galactosidase Incolore Jaune

galactopyranoside

CIT Trismodium citrate Utilisation du citrate Vert pale Bleu

H,S sodium thiosulfate Production d’H,S Incolore Depot noir

TDA L-tryptophane Tryptophane DésAminase Réactif TDA
Jaune Marron

IND L-tryptophane Production d’INDole Reactif JAMES
Incolore Rose

VP Sodium pyruvate Production d’acétoine VP1 + VP2/ 10 min

GEL Géelatine GELatinase Non Diffusion du
diffusion pigement noir

GLU D-glucose bleu Jaune

MAN | D-mannitol

INO Inositol

EQ(I?IRA E:rsr?e:rk::;%Ise Fermentation-oxydation

SAC D-saccharose

MEL D-melibiose

AMY | Amygdaline

ARA L-arabinose

Tableau 8 : Tableau de lecture de la galerie API® 20E (bioMérieux® API® 20E, 2010)

L’identification a été confirmée a a I’aide du logiciel d’identification apiweb®, les résutats
obtenus sont les suivants
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Origen / Origem / MpoéAeuon /
Ursprung / Oprindelse / Pochodzenie :

Autres tests / Other tests / Andere Tests /
Otras pruebas / Altri test / Outros testes /
AMEeg e8eTdoEIC / Andra tester /

Andre tests / Inne testy :

Figure 18 : résultat de la galerie API® (Enterobactercloacae)
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Figure 21 : résultat de la galerie API® (Escherichia hermanii)
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Figure 22 : résultat de la galerie API® (Raoultella ornithinolytica)

ID de genre espece
I’échantillon
01 Enterobacter E. cloacae
02 Enterobacter E. cloacae
03 Enterobacter E. sakazakii
05 Enterobacter E. cloacae
08 Raoultella R. ornithinolytica
19 Enterobacter E. cloacae
22 sur SS Enterobacter E. cloacae
22 sur XLD Escherichia E. harmanii
23 Enterobacter E. sakazakii
26 sur XLD Aeromonas A. hydrophila gr.1
30 Enterobacter E. sakazakii

Tableau 9 : résultat d’identification obtenus grace a apiweb®



I1.2. Résultats des tests biochimiques (galerie classique) :

Apres lecture les résultats de chaque test sont enregistré

ID de
I’échantillon

ONPG

Oxydase

GLU

H2S

Lact

Gaz

Man

Mob

Cit
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SS : gelose Salmonella-shigella, H : geloseHektoen, ONPG :o-nitrophényl-B-D-galactopyranoside,
lactose, Man : mannitol, Mob :mobilité, Cit : citrate, VP : test Vogues-Proskauer, RM : test rouge de methyle,

Uréease, Ind : production d’indole.

Tableau 10 : résultats des tests biochimiques

GLU

: glucose,Lact :
Ure :

Ces résultats sont comparés avec les caractéres biochimiques de différents genres et especes
bactériennes a Gram négatif décrits par (Murray et al., 2007) ainsi qu’avec le tableau
d’identification API®20E

ID de ONPG |Cit |H,S |Ure |Ind |VP |Glu | Man | Oxydase | Mob
I’echantillon

Aeromonas | + +H- |- - + - |+ ¥ n n
hydrophila

Enterobacter | + + - + - + + + - +
gergovaie

Eschirechia | + - - - + - n + - m
coli

Vibrio + - - - + - + + + +
fluvialis

Tableau 11 : caractéres biochimiques des 4 espéces rencontrées (Murray, 2007 ; bioMérieux®

API® 20E, 2010)
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I’échantillon genre espece suspectée
4 sur SS Aeromonas A.hydrophilagr.2
4 surH Enterobacter E. gergoviae
6 sur SS Vibrio V. fluviatis
6 surH Enterobacter E. gergoviae

7 Vibrio V. fluviatis
8surH Escherichia E.coli

9 Escherichia E.coli

10 Escherichia E.coli

11 Aeromonas A. hydrophila gr.2

15 Enterobacter E. gergoviae

25 Enterobacter Enterobactersp.
26 sur H Enterobacter Enterobactersp.

27 Aeromonas A. hydrophila gr. 2

29 Aeromonas A. hydrophilagr.2

30 Enterobacter Enterobacter sp.

Tableau 12 : résultats de 1’identification par galerie classique




Figure 23 : A.hydrophila sur gélose SS a gauche et sur gélose Hektoen a droite

Figure 24

Figure 25 : Enterobacter sp. Sur gélose Hektoen

III. Résultats de I’antibiogramme :
La sensibilité ou la résistance des bactéries envers un antibiotique est déterminée en mesurant
le diamétre de la zone d’inhibition autour du disque contenant 1’agent antibactérien.




Figure 26 : mesure des zones d’inhibition a I’aide d’un pied a coulisse

>
<
3

CzZ CS | CIP N TE

18 8 27 8 8
7 9 37 15 9
16 10 17 15 0
18 9 30 17 12
16 10 23 11 0
14 9 32 18 13
15 8 34 13 9
17 9 23 14 0
15 10 32 14 8
8 11 36 17 17
6 12 40 18 19
12 12 27 20 0
12 11 33 17 0
0 10 30 16 10
16 11 23 17 15

4 (Aeromonas hydrophila)
4 (Enterobacter gergoviae)
6 (Enterobacter gergoviae)
6 (Vibrio fluvialis)
7(Vibrio fluvialis)
8 (Escherichia coli)
9 (Escherichia coli)
10 (Escherichia coli)

11 (Aeromonas hydrophila)
15(Enterobacter gergoviae)
26 (Enterobacter sp.)

27 (Aeromonas hydrophila)
29 (Aeromonas hydrophila)
30 (Enterobacter sp.)

25 (Enterobacter sp.)

OO0 |I0O0O|0O|0O|0O|0|0O|0O|0|0|0|0|0|0|0|0|l0o|0O|0|0o|O|Oo

30 (Enterobacter sakazakii) 0 8 31 13 8
26(Aeromonas hydrophila) 8 10 39 16 17
23 (Enterobacter sakazakii) 14 9 33 13 8
22 (Escherichia hermanii) 18 9 22 14 0
22 (Enterobacter cloacae) 0 9 27 14 8
19 (Enterobacter cloacae) 0 9 20 16 0
8 (Raoultella ornithinolytica) 0 8 22 13 0
5 (Enterobacter cloacae) 5 9 21 14 0
3 (Enterobacter sakazakii) 0 11 25 17 0
2 (Enterobacter cloacae) 0 9 24 15 0
1 (Enterobacter cloacae) 0 13 8 29 12 0

AMP : Ampicilline, CZ : Céfazoline, CS : Colistine, CIP : Ciprofloxacine, N : Néomycine, TE : Tetracycline

Tableaul3 : diamétres de zones d’inhibition (en millimétre) par bactérie et par antibiotique.

Diamétre critique (mm)
S> R< Int
Ampicilline 14 14 /

Céfazoline 18 14 15-17
Colistine sulfate 18 15 16-17
Ciprofloxacine 25 22 22-24

Neomycine 17 15 16

Tetracycline 19 17 18

S : sensible, R : resistante, Int : resistanceintermediaire.

Tableau 14 : diamétres critiques de sensibilité par antibiotique (CASFMvet, 2021 ; CASFM,
2022)



AMP| Cz | CS | CIP N TE

4 (Aeromonas hydrophila) R S R S R R
4 (Enterobacter gergoviae) R R R S Int R
6 (Enterobacter gergoviae) R Int R R Int R
6 (Vibrio fluvialis) R S R S S R
7(Vibrio fluvialis) R Int R Int R R

8 (Escherichia coli) R R R S S R

9 (Escherichia coli) R Int R S R R

10 (Escherichia coli) R Int R Int R R

11 (Aeromonas hydrophila) R Int R S R R
15(Enterobacter gergoviae) R R R S S Int
26 (Enterobacter sp.) R R R S S S

27 (Aeromonas hydrophila) R R R S S R
29 (Aeromonas hydrophila) R R R S S R
30 (Enterobacter sp.) R R R S Int R

25 (Enterobacter sp.) R Int R Int S R

30 (Enterobacter sakazakii) R R R S R R
26(Aeromonas hydrophila) R R R S Int Int
23 (Enterobacter sakazakii) R R R S S R
22 (Escherichia hermanii) R S R Int R R
22 (Enterobacter cloacae) R R R S R R
19 (Enterobacter cloacae) R R R R Int R
8 (Raoultella ornithinolytica) | R R R Int R R
5 (Enterobacter cloacae) R R R R R R
3 (Enterobacter sakazakii) R R R S S R
2 (Enterobacter cloacae) R R R Int Int R
1 (Enterobacter cloacae) R R R S R R

AMP : Ampicilline, CZ : Céfazoline, CS : Colistine, CIP : Ciprofloxacine, N : Néomycine, TE : Tetracycline, R : resistante,
S : sensible, Int : resistance intermediaire

Tableau 15 : sensibilité aux antibiotiques des souches isolées




Figure 27 : Antibiogramme d’une souche d’E.coli resistante a I’ Ampicilline, Colistine et
sensible a la Ciprofloxacine

Figure 28 : résistance d’une souche d’A.hydrophila a la Tétracycline et Cefazoline et
sensibilité a la Néomycine
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Discussion :

Notre étude présente trois résultats majeurs, elle confirme la présence des bactéries a Gram
négatif dans la flore aérobie fécales des oiseaux de cage et de voliére en Algérie, infirme la
présence des salmonelles chez ces derniers et démontre un haut niveau de résistance des
bactéries isolées chez ces oiseaux vis-a-vis aux antibiotiques.

Les déjections de 20 oiseaux parmi 30 (67%) ont donné un résultat positif pour les bactéries a
Gram négatif 73% (19/26) de ces derniéres appartiennent a la famille des Enterobacteriaceae
avec la prédominance du genre Enterobacter (14/26 : 53%) et de E. cloacae au sein de ce
genre (5/26 : 19%) suivie du genre Escherichia qui représente 15 % des isolats totaux (4/26)
avec E. coli comme espece principale (3/26 : 11%) .Raoultella ornithinolytica représente
I’espece d’Enterobacteriaceae la moins isolée dans cette étude (1/26 : 4%). Notre étude
révéle en outre la présence de deux autres genres bactériens a Gram négatif, Aeromonas et
Vibrio appartenant respectivement aux familles des Aeromonadaceae et des Vibrionaceae.
Avec une fréquence de 5/26 (19%) pour A.hydrophila et 2/26 (7.7%) pour V. fluvialis. Parmi
les 26 isolats testés, 100% ont présenté une résistance vis-a-vis de I’ Ampicilline (B-lactamine)
et la colistine (Polymixine). 65% étaient résistantes a la Céfazoline (Céphalosporines) et 23%
présentaient une résistance intermédiaire a cette derniere. Les niveaux de résistance vis-a-vis
de la Néomycine (Aminosides) et la Tetracycline (Cyclines) eux ce sont également avérés
élevés avec 42% de résistance et 23% de résistance intermediaire pour la Neomycine et 88%
de résistance pour la Tétracycline. La Ciprofloxacine semble étre la molécule la plus efficace
avec un taux de 11% de résistance et 23% de résistance intermédiaire.

Le portage de bactéries a Gram négatif (67%) n’est pas similaire a celui décrit chez les
Psittaciformes cliniqguement sains qui se rapprocherait plutot des 10% (Bangert et al., 1988).
Le portage d’Eterobacteriaceaes (63% des individus) s’¢loigne lui également des fréquences
décrites chez les Passeriformes granivores (17% des individus) (Glunder, 1981). Les résultats
de cette étude semblent étre proches de ceux retrouvées chez les psittaciformes sauvages
saisies faisant objet de commerce illégal d’animaux sauvages au Brésil décrits par Rey-Matias
et al (2016) et Lopes et al (2015) respectivement 78.9% et 71.3% d’individus positifs pour les
bactéries a Gram négatif et de ceux de Psittaciformes captifs d’un zoo au Bangladesh chez
lesquels 73.33% d’individus ont €té positifs pour les bactéries a Gram négatif. Nos résultats
semblent dévier du physiologique chez les oiseaux de cage et de voliéres pour rejoindre des
résultats obtenus chez des animaux apparemment sains (Akhter et al., 2010;Lopes et al.,
2015) mais le plus habituellement garder dans de mauvaises conditions de bien étre physique
et mentale, les établissement de détention ouverts au public en particulier ont un impact
négatif sur les animaux confisqués car il a été démontré que la présence de publique induit un
état de stress chez les animaux captifs (Rivera et al., 2021) cela s’aligne avec la vison de
certains auteurs (Raphael &Iverson, 1980; Panigraphy et al., 1985; Hilari et al., 2013) qui
suggerent que les Enterobacteriaceae sont des composants de la flore intestinale normale des
oiseaux qui sont susceptibles de causer des maladies cliniques ou infections secondaires chez
des oiseaux immunodéprimeés, malades ou stressés (Hilari et al., 2013) il est connue que
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I’exposition au stress induit des perturbations dans la flore intestinale des oiseaux (Woolcock,
1979) il est aussi important de noter qu’aucune différence entre la composition de la flore
fécale des oiseaux sauvage et en captivité n’a été rapportée. La prévalence élevée des
Enterobacteriaceae révélée dans cette étude pourrait s’expliquer par une exposition des
oiseaux etudiés a un stress et a de mauvaises conditions de bien-étre. L’origine des 10
¢chantillons qui n’ont montré aucune croissance, pourrait également offrir un élément
d’orientation qui pourrait expliquer 1’absence de gram — chez eux car en effet 9/10 de ces
oiseaux étaient des oiseaux d’animaleries, un milieu qui est conventionnellement associé a
I’application de bonne mesures d’hygiéne, 3 de ces oiseaux étaient des Chardonneret, des
oiseaux ayant une signification culturelle pour les éleveurs en Algérie et sont alors entretenus
proprement. L’oiseau restant 1/10 est un Youyou Sénégalais un perroquet qui a une valeur
économique assez élevée et étant une espece exotique il nécessite une implication de 1’éleveur
et un bon entretien. L hygiéne et I’implication de 1’éleveur/propriétaire pourraient alors
représenter un facteur favorisant I’¢lévation des fréquences des Enterobacteriacea dans la
flore fécale des oiseaux.

La fréquence d’isolement des Enterobacterspp.est de 53%, un pourcentage comparable a celui
rencontrées chez les oiseaux confisqués 51% (Hilari et al., 2013) et 45.9% (Rey Matias et al.,
2016). A contrario, E. coli a montré une fréquence (11%) proche de celle retrouvée chez des
psittaciformes nées et élevés en captivité apparemment sains (13.6%) (Graham & Graham,
1978) ces fréquences restent cependant élevées par rapport a ce qui est décrit comme
physiologique (Bangert et al., 1988 ; Glunder, 1981) cela peut étre due aux perturbations de la
flore digestive causées par le stress ou le manque de conditions de bien-étre.

Notre étude a révélé une prévalence d’A. hydrophila moins importante (19%) que celle
rapportée par Glunder&Siegmann (1989) chez les oiseaux sauvages aquatiques et terrestres
qui était de 91%, la fréquence d’isolement chez les especes terrestres était de 33% seulement.
L’isolement de Vibrio fluvialis dans notre étude (7.7%) n’est pas une nouveauté chez les
oiseaux particuliérement aquatiques chez lesquels la fréquence d’isolement de Vibriospp. a
atteint les 40% (Fernandez-Delgado et al., 2016). La fréquence de ces deux bactéries chez les
oiseaux aquatiques peut étre expliquée par le fait qu’elles proliférent dans I’eau. Le portage
des oiseaux concernés par notre étude de ces deux bactéries pourrait étre dii a I’alimentation
consommeée par les oiseaux ainsi que I’eau de boisson comme sources d’introduction de ces
bactéries dans le systeme digestif. Cependant les 2 isolats de Vibrio fluvialis réalisés dans
cette étude proviennent des feces de deux pigeons rencontrés au marché d’animaux vivants
d’El Harrach —Alger- appartenant au méme propriétaire et dont I’un des deux présentés des
signes cliniques (diarrhée, plumage ébouriffé) indiquant une maladie clinique associée a a
présence de V. fluvialis en association avec E. gergoviae tandis que 1’autre pigeon paraissait
asymptomatique (bactériologie : pas d’association de V. fluvialis avec une autre bactérie)
cela suggérerait peut étre que Vibrio n’est pas responsable d’infections primaires chez les
pigeons.

L’isolement de Raoulella ornithinolytica représente une nouveauté il s’agit d’une bactérie qui
n’est pas fréquemment isolée a partir de prélévements d’origine animal (Marietto-Gongalves
et al., 2017). Cependant, elle a été isolée a partir d’écouvillonnages cloacaux de Tinamous
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solitaire (Tinamus solitarius) sains et identifiée a 1’aide du MALDI-TOF (Marietto-Gongalves
etal., 2017). L’isolement de cette bactérie chez le pigeon n’a pas été rapporté.
R.ornithinolytica est un pathogene zoonotique émergeant pour I’homme associé a des
infections urinaires, septicémies et arthrites. (Marietto-Gongalves et al., 2017;Abd EI-Ghany,
2021).Cette bactérie semble acquérir une résistance rapide aux antibiotiques (Abd EI-Ghany,
2021) d’ou son importance sanitaire aussi bien pour I’homme et pour les animaux.

L’absence de Salmonalla spp. chez I’intégralité des oiseaux étudiés confirme que ce genre
n’est pas un constituant de la flore normale des Psittaciformes et passeriformes domestiques
(Jones &Nisbet, 1980;Glunder, 1981) son isolement chez les oiseaux confisqués était minime
0,6% (Lopes et al., 2015) et 2,7% (Rey Matias et al., 2016)

Les niveaux de résistance aux antibiotiques décrits dans cette étude sont similaires a ceux
observés chez les oiseaux du zoo 100% de résistance a ’ampicilline et 80% de sensibilité au
Ciprofloxacine (Akhter et al., 2010) le taux de résistance a la Tétracycline rapporté par notre
étude (88%) est similaire a celui révélé par Thabet et al (2016) chez des souches d’E. coli
pathogenes isolées chez des poulets en Tunisie (86%).Le stress environnementale pourrait
étre incriminer dans 1’apparition de taux de résistance aussi €levés en effet il a été rapporté par
Sorum&Sunde (2001) que les conditions de température dans les élevages pouvaient affecter
le taux de résistance aux antibiotique de la flore fécale du porc. En effets le taux de résistance
combiner a la Tétracycline et I’Ampicilline de la flore fécale a augmenter de 6% pour
atteindre les 27% chez des suidés exposés au froid (Moro et al., 1998). La chaleur elle aussi
semble avoir un effet non négligeable sur 1’élévation des taux d’antibioresistance dans la flore
commensale des animaux Moro et al (2000) on démontré une élévation de la résistance des E.
coli fécaux envers 1I’amikacine, I’ampicilline, la cephalothine, la néomycine et la tétracycline
en comparaissant avec les taux de résistance des E. coli fécaux isolés en période pré-stress.

L’importance de résistance aux agents antibactériens révélée dans cette étude pourrait
¢galement étre le produit de 1’utilisation abusive d’antibiotiques dans la filiére avicole en
Algérie (Messai, 2006), le méme auteur a signalé 1’utilisation systématique des antibiotiques
en préventif (86% des vétérinaires). La Colistine représente a elle seule 30% des prescriptions
lors de syndrome digestifs. Ces pratiques d’antibiothérapies rependus en Algérie pourraient
étre a I’origine de développement de résistance au antibiotique et d’échecs thérapeutique , en
effet Messai (2006) a rapporter un taux d’échec thérapeutique face aux infections bactériennes
de 97% avec la colistine comme molécule principale impliquer dans les échecs thérapeutiques
(37% des cas de syndrome digestif)

Notre étude demeure limitée en raison du faible nombre d’échantillons recueillis ainsi qu’une
absence d’homogénéité entre les espéces traitées, un manque de coopération des
éleveurs/propriétaires qui réfutés 1’idée de nous laisser recueillir des données relatives a 1’age,
au sexe et a I’origine des oiseaux. Ces éléments nous aurait permis de réaliser une analyse
statistique en se basant sur 1’étude des facteurs de risque. Bien que les techniques utilisées
dans d’identification et I’évaluation de la susceptibilité aux I’antibiotiques soient assez
spécifique, 1’utilisation d’outils de biologie moléculaire pour pousser 1’identification et le
séquencage des isolats est tres important pour confirmer avec certitude 1’identification des
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souches de Vibrio et Raoultella isolés. L’identification de génes de résistance aux
antibiotiques est d’un grand intérét dans la compréhension des mécanismes de résistance
rependus chez les Enterobacteriacae des oiseaux de cage et de voliere en Algérie
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Conclusion :

Au terme de cette étude, nous constatons que la présence de bactéries a Gram négatif dans la
flore fécale des oiseaux de cage et de voliere a toujours été controversée. Entre des avis
suggerant que la présence des Enterobacteriaceae est synonyme d’infection digestive et
d’autres qui au contraire considére les Enterobacteriaceaecomme faisant partie de la flore
normale des oiseaux mais que leur élévation peu suggérer une pathologie ou un déséquilibre.
C’est pourquoi les bactéries a Gram négatif isolées dans cette étude ne peuvent pas étre
désignées de commensale/normales ni étre considérées comme pathogenes parce que la quasi-
totalité des oiseaux prélevés ne présentaient pas de symptomes cliniques, 1’élévation de leurs
fréguences peut cependant étre associée a un état de stress et/ou mauvais état de bien étre.
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Résumé :

L’objectif de notre étude était d’isoler, identifier et évaluer la susceptibilité des bactéries
aérobies fécales des oiseaux de cage et de volieres aux antibiotiques

Les déjections de 20 oiseaux parmi 30 (67%) ont donné un résultat positif pour les bactéries a
Gram négatif 73% (19/26) de ces derniéres appartiennent a la famille des Enterobacteriaceae
avec la prédominance du genre Enterobacter (14/26 : 53%) et de E. cloacae au sein de ce
genre (5/26 : 19%) suivie du genre Escherichia qui représente 15 % des isolats totaux (4/26)
avec E. coli comme espece principale (3/26 : 11%) .Raoultella ornithinolytica représente
I’espéce d’Enterobacteriaceae la moins isolée dans cette étude (1/26 : 4%). Notre étude
révéle en outre la présence de deux autres genres bactériens a Gram négatif, Aeromonas et
Vibrio Avec une fréquence de 5/26 (19%) pour A.hydrophila et 2/26 (7.7%) pour V. fluvialis
Parmi les 26 isolats testés, 100% ont présenté une résistance vis-a-vis de I’ Ampicilline et la
colistine. 65% étaient résistantes a la Céfazoline. Les niveaux de résistance vis-a-vis de la
Néomycine et la Tetracycline eux ce sont également avérés élevés avec 42% de résistance et
pour la Néomycine et 88% de résistance pour la Tétracycline. La Ciprofloxacine semble étre
la molécule la plus efficace avec un taux de 11% de résistance.

Abstract :

The objective of this study was to isolate, identify and assess the susceptibility of fecal
aerobic bacteria from caged and aviary birds to antibiotics.

Droppings from 20 birds out of 30 (67%) gave a positive result for Gram-negative bacteria
73% (19/26) of these belong to the family Enterobacteriaceae with the predominance of the
genus Enterobacter (14/26: 53 %) and E. cloacae within this genus (5/26: 19%) followed by
the genus Escherichia which represents 15% of the total isolates (4/26) with E. coli as the
main species (3/26: 11% ).Raoultella ornithinolytica represents the least isolated
Enterobacteriaceae species in this study (1/26: 4%). Our study further reveals the presence of
two other Gram-negative bacterial genera, Aeromonas and Vibrio With a frequency of 5/26
(19%) for A.hydrophila and 2/26 (7.7%) for V. fluvialis

Among the 26 isolates tested, 100% showed resistance to Ampicillin and colistin. 65% were
resistant to Cefazolin. Levels of resistance to Neomycin and Tetracycline were also found to
be high with 42% resistance for Neomycin and 88% resistance for Tetracycline. Ciprofloxacin
seems to be the most effective molecule with a resistance rate of 11%.
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