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Introduction

Depuis pres d’'un demi-siécle, la production avicole a vécu des changements
profonds. Les progres en génétique et en nutrition ont favorisé une expansion
phénoménale de cette production qui a su répondre a |’ augmentation

remarquable de la demande pour ces produits (Vaillancourt ,2009).

Cette production constitue le meilleur recours pour répondre a un besoin croissant et

pressant de la population en protéines animales (Amghous et Kheffache, 2007).

A linstar des autres pays du monde, 1’Algérie a procédé, des les années 1970 au
développement de la filiere avicole en vue de réduire rapidement le déficit en protéines animales
dont souffrait cruellement le citoyen. Les plans ¢laborés afin d’atteindre cet objectif ont été axés sur
la production intensive des produits finis (poulet de chair et ceuf de consommation) tout en mettant
en place une stratégie de remontée de la filiere dans le but d’arriver a une production locale des

facteurs de production (poussin chair et ponte d’un jour) (Fenardji, 1990 ; Ferrah, 2000).

Cependant, I’intensification de la filiere aviaire n’évolue pas sans problémes. En
effet, la plupart des aviculteurs ne sont pas des professionnels et ne maitrisent pas 1’application des
régles d’hygiéne fondamentales, favorisant ainsi I’émergence de pathologies diverses qui portent

atteinte a la qualité du produit et a la rentabilité economique.

La volaille constitue 1'un des principaux réservoirs de multiples microorganismes et

principalement des bactéries dont les entérobactéries (Cardinale et al.2002).

En effet, les Escherichia coli sont communément trouvés dans la microflore intestinale de
la volaille. On y trouve une variété de clones comprenant des souches hautement pathogénes et des
souches commensales non pathogénes (Mdihldorfer et al.,, 1996; Dozois et al.,2000). La
pathogenicité est caractérisée par I’expression d’un certain nombre de combinaisons spécifiques de
facteurs de virulence causant des aérosacculites, des colibacilloses, des colisepticémies, des
omphalites, des péritonites, des péricardites, des périhépatites, des salpingites et des synovites
(Dozois et al.,2000; Mellata et al., 2003a; Mellata et al., 2003b; Ghanbarpour et al., 2011; Knébl et
al., 2004; Jani3en et al., 2001; Blanco et al., 1997). Collectivement, les souches pathogenes aviaires

sont désignées par le terme APEC.



Introduction

A T’heure actuelle les Escherichia coli aviaires, bien que considérés par beaucoup comme
pathogenes secondaires, représentent 'une des plus importantes cause de pertes économiques dans

le secteur avicole et constitue aussi ’un des motifs de saisie les plus fréquents a I’abattoir.

Etant donné le peu de connaissances et 1’énorme diversité des souches d’E. coli aviaires en
matiere de facteurs de virulence, aucun vaccin n’est disponible a I’heure actuelle pour lutter
efficacement contre ce pathogéne. En conséquence, I’antibiothérapie basée sur un diagnostic
adéquat ainsi que la prophylaxie, restent encore les seuls moyens de lutte contre ces maladies

malgré ’incidence croissante des résistances et le risque accru de transfert a I’homme.

Ainsi, la consommation mondiale en antibiotiques chez les animaux est de 27000 tonnes
dont 20% chez la volaille (5400 tonnes) (Rapport AFSSA-ANMYV Sept 2009) (Bousquet-Milou,
2010).

Par conséquent, [I’utilisation accrue des antibiotiques en élevage intensif a fort
probablement favorisé la sélection et I’expression des souches résistantes. La multi- résistance est
aussi I'une des caractéristiques des souches d’E. coli. Plusieurs recherches ont été établit sur la
résistance des souches par apport aux antibiotiques utilisées en aviaire, les résultats ont évoqué une

situation alarmante due a une résistance qui s’accroit de plus en plus.

C’est dans ce contexte que nous avons abordé ce sujet, qui consiste en un premier temps a
I’isolement et I’identification d’Escherichia coli chez le poulet de chair sain, et dans un seconds
temps a établir un antibiogramme qui nous permet d’apprécier la résistance de ces souches aux

molécules d’antibiotiques.
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CHAPITRE | : BACTERIOLOGIE GENERALE
l. Introduction :

E. coli est un héte commun de la microflore commensale intestinale de 1’Homme et des
animaux a sang chaud. Son établissement dans le tractus digestif s’effectue durant les premieres
heures ou journées qui suivent I’accouchement ou I’éclosion. E. coli constitue alors tout au long de

la vie de I’h6te 1’espéce bactérienne dominante de la flore aérobic intestinale.
1. Historique :

C’est en 1885 que la bactérie Escherichia coli est décrite pour la premiére fois dans des selles
de nourrissons, par 1’Allemand Theodor Escherich sous le nom de Baclerieum coli commune
(Escherich, 1885). Toutefois, son nom actuel lui est donné en 1919 par Caslellani et Chambers
(Grimont. 1987).

Dans les années 1950, de nombreuses souches d’E. coli sont incriminées en tant qu’agent
étiologique de diarrhées infantiles. On sait maintenant que certaines souches "specialisées” d'E. coli

sont associées a des pathologies trés diverses tant chez I'Homme que chez I’animal.
I11. Définition :

Escherichia coli est I’espece type du genre Escherichia. Appelée communément colibacille,
elle appartient a la famille des Enterobacleriaceae et a la classe des y-Proteobacteria (phylum des
Proteobacteria) (Brenner et al., 2005).

IV. Caracteres bactériologiques :
IV.1. Souches typiques a'Escherichia coli :
E. coli posséde les caracteres classiques des Enterobacleriaceae (Richard, 1989).
IV.1.1. Caracteres culturaux :

E colt est aérobie facultative et thermophile, avec une température de croissance, comprise
entre 15 et 45°C, avec un optimum a 37°C. Sa culture admet une grande tolérance de variation de
pH, de 4,4 a9, avec un pH optimum de 7,5 (Tap, 2004).

IV.1.2. Caracteres morphologiques :

C'est un bacille a gram négatif, non sporulé. Parfois capsulé, assez grand (1-1.5 --b pin).

-3-
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Les colonies sont de couleur rose claire et entourées d’un halo de précipita de sel biliaire sur
gélose Mac Conkey. Elles sont noiratres, avec un reflet vert métallique sur Ut gélose | MB (eosin-

methylene blue). La plupart des souches sont mobiles, a mobilité péritriche.
IV.1.3. Caracteres biochimiques :

Les principaux caracteres biochimiques permettent de distinguer le genre Escherichia des

genres voisins (tableau 1). Et I'espéce E. coli des espéces voisines (voir annexe I).

Tableau 1 : Caractéres biochimiques différentiels du genre Escherichia et genres

d'Enterohacteriaceae proches (Farmer et al. 1985).

o X Ll < <

< _|

< gl 3] < | 1

T = | < - < | W

I | < |C | |gp | < | u X | x

x lm|lo|Q|x|<|=|a |29 |23

Ll 0} x > L o Z m ~| w - i

TIT|E|Z|IElE 2 /8958 |3]¢

0|5 |C|& |G |8 |T|¥|@Rlo|¥% |3

B- +* | d + + + + d + + |+ + +
GALACTOSIDASE *

UREASE - - d - - - - D |- |- - -

MOBILITE A 36°C D |- + + + + d - + |+ + -

GAZ EN GLUCOSE | + - + + + + d - + |+ + -

INDOLE + d d - - - - D |- |- + -

LCD D |- - + d + + + - |- d -

CITRATE DE | - - + + + + - + + |+ + +

SIMMONS

VP - - - - + d d D |- |d - -

ADH - - d + d - - - - |+ - -

OoDC D d + + d d + - + |d + -

*Salmonella y compris SG Il (Arizona).
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Résultats obtenus aprés 18-24 h d'incubation a 36-37°C.
** Symboles :

+ = positif pour 90% a 100% des souches ; - = négatif pour 90% a 100% des souches ; d = variable
selon les souches.

LDC : lysine décarboxylase, VP : réaction de VVoges-Proskauer, ADH : arginine dihydrolase.
ODC : ornithine décarboxylase.
IV.2. Souches atypiques d*Escherichia coli :

Il n’est pas exceptionnel d’isoler des souches E. coli ne présentant pas tous les caractéres

habituels mentionnés ci-dessus (Richard. 1989).
V. Propriétés antigéniques :

Les composants antigéniques d'E. coli sont variés et appartiennent a quatre types de structures
(Orskov et Genus, 1986). Leur identification permet de définir le sérotype, c'est-a-dire 1’association

des spécificités des antigénes O. H et si possible K.
V.1. Les antigenes somatiques O :

Correspondent aux lipopolysaccharides présents sur la paroi bactérienne des souches a Gram
négatif, de structures complexes et définissant le sérogroupe (Gherbu. 1988, Giimont, 1987 ; Gyles,

1994). Au moins 181 spécificités antigéniques O sont connues.
V.2. Les antigenes flagellaires H :

Correspondent aux protéines flagellaires, constituées de fiagellinc. Cette protéine est présente
dans le flagelle qui permet le déplacement des bactéries mobiles (Gherbu. 1988 ; Grimont, 1987 ;
Gyles, 1994 ; Orskov et Orskov. 1992).

V.3. Les antigenes capsulaires K :

Correspondent a la capsule, sont de nature polysaccharidique et sont inégalement répartis dans

I’espéce. Soit ils constituent une enveloppe d’importance variable, soit une véritable capsule
(Gherbu, 1988 ; Grimont, 1987 ; Gyles, 1994).
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V.4. Les antigenes de surface F :

Sont présents chez les souches ayant des propriétés d'adhésion. De nature protéique, ils sont souvent
associés aux fimbriae ou pili et sont donc de structure fibrillaire, ce qui explique la désignation F
souvent employée (Darfeuille-Michaud et al, 1990 ; Schwan et al. 2002).

V1. Habitat, pouvoir pathogéne naturel et facteurs de pathogénicité :

Escherichia coli est un héte normal du tube digestif de 1 homme et des animaux a sang
Chaud.

VI.1. Chez les animaux :

E. coli est responsable, chez 1 animal, du méme potentiel infectieux que chez I'Homme,
causant une grande variété de maladies intestinales et extra-intestinales (figure 1). Les infections les
plus étudiées son. Celles des animaux domestiques mais les animaux sauvages sont egalement
sensibles a E. coli (Bettelheim. 1992 ; Gyles et Fairbrother, 2010).

VI.1.1. ETEC :

Les E. coli du pathovar ETEC sont la cause la plus commune de diarrhée chez les animaux
fermiers (Fairbrother et al, 2002 ; Nagy et Fekete, 2005).

VI.1.2. STEC :

Dans les maladies causées par STEC, le facteur de virulence critique est Six. La maladie de

I’cedéme, chez le porc, est la seule ou le role de Stx est bien établi (Gyles et Fairbrother, 2010).
VI1.2.3. EPEC :

Ils sont trés pathogénes et causent des diarrhées chez plusieurs espéces animales, les plus
importantes étant le lapin, le porc et le chien, et induisent des lésions type attachement- effacement
(AE) (Gyles et Fairbrother, 2010).

VI1.2.4. EXPEC :

Ce groupe est incriminé dans de grandes variétés d’infections ducs a E. coli, incluant les
septicémies, infections du tractus génital, du tractus urinaire et des glandes mammaires (Gyles et
Fairbrother, 2010).
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- Chez le poulet : Se traduit par une dépression et de la fievre chez les oiseaux de 4 a 9 semaines et

peut provoquer des pertes économiques trés importantes, jusqu’a 20% de mortalité (Dho-Moulin et
Fairbrother, 1999).

Tableau 2 : Pathovars les plus importants et facteurs de virulence d'E. coli causant la maladie chez

I’espéce aviaire (Gyles et Fairbrother, 2010)

MALADIE PATHOVAR FACTEUR DE | SEROGROUPE
VIRULENCE o)
COLISEPTICEMIE | APEC FI (type 1), FI 1 (fimbriae | 1,2,8,15,18,35,

de la famille P ) , Sit, Stg, 78 88.109.115

Kl, aérobactine,

salmocheline, Tsh,

CELLULITE APEC Fimbriae type 1 et P, Kl 2,25,71,78
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Chapitre 11 Les infections & Escherichia coli

I. Introduction :

La colibacillose associée aux souches Escherichia coli pathogénes aviaires (APEC) est une
maladie qui affecte le plus souvent les poulets de chair, et engendre des manifestations cliniques et
des lésions qui peuvent étre variables suivant 1 age de 1 animal (Stordeur et Mainil, 2002).

1. Historique :

La mortalité¢ des volailles et I’isolement d’une bactérie depuis le cceur, le loie et la rate,

correspondant a E. coli, est rapporté pour la premiere fois par Lignicres en 1894.

La premiére description de la colisepticémies est publiée en 1907 : mortalité importante de
poulets présentant des Iésions semblables a celles engendrées par le choléra. En 1923, une infection
est décrite par Palmer (1923), ou des oiseaux somnolents, asthéniques et paralytiques, présentant

une entérite infectieuse, ou E. coli est isolé.

En 1938, une maladie qui ressemble a la puilorose provoque des pertes de 15-40% chez des
poussins ages de moins de 10 jours, et présentent une péricardite, une perihepatite et des taches

blanchatres sur le foie. E. coli est isolé des tissus.

Entre 1938 et 1965, la coligranulomatose (maladie de Hjarre) et I’implication ¢/’E. coli dans
une grande variété de Iésions, incluant l'atteinte des sacs aériens, des arthrites, des abces plantaires,

omphalite, panophtalmie, péritonite et salpingite, sont identifiées et decrites.
I11. Définition :

La colibacillose fait référence a n’importe quelle infection localisée ou généralisee, causée
entierement ou partiellement par les souches APEC (Avian Palhogenic Escherichia coli), (Barnes et
ai, 2003).

IV. Importance économique et sanitaire :

Mondialement, la colibacillose est considérée comme la cause primaire des pertes

économiques dans la production avicole (Zanella et ai, 2000).

Le poulet est susceptible d’étre colonise par E coli 0,5;H7 produisant la shigatoxinc qui
provoque I’entérite hémorragique chez I’homme. (Guo e/ ai. 1998 ; Heuvelink et al. 1999 :
Pilipcinec et ai. 1999).
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V. Etiologie:

L’agent étiologique de la colibacillose est la bactérie Escherichia coli (E. coli), qui lait partie
des pathovars APEC (Avian Pathogenic Escherichia coli), 11 s'agit d'une batterie de 2.5 p de

long et 0,6 g de large, Gram-, non sporulée. De la famille des Enterobactei iaceae. Cette bactérie
est le plus souvent mobile (Villate, 2001 ; Gyles et Fairbrother, 2004, Guérin et Boissieu, 2008).

V1. Classification:

Les premieres études menées sur les colibacilles aviaires par Sojka et Carnaghan (1961)
montrent qu’il existe une variation selon les régions géographiques mais les sérotypes les plus
fréqguemment associés a la colibacillose sont Oi, 02, O35 et O78. Plus récemment, des études
menées sur 112 souches a'E. coli isolées de cas de colibacillose au Canada par Dozois et ai (1992)
montrent que 16 sérogroupes sont representés, parmi lesquels les sérogroupes 07s (52%) et Oi (6%)

sont les plus fréquemment rencontrés et les plus pathogenes.
VII. Epidémiologie:

Le plus important réservoir des E. coli aviaires est le tractus digestif de I’animal, ot 10 a 15%
appartiennent a des sérotypes potentiellement pathogenes (APEC). Les plus grandes concentrations
sont retrouvées chez les animaux de moins de 3 semaines, essentiellement au niveau du tractus
digestif posterieur (Gross, 1994 ; Dho-Moulin et Fairbrother, 1999).

VI1.1. Facteurs prédisposants :

e [Espece: Toutes les especes aviaires sont sensibles a E. coli. C’est une infection

extrémement fréquente et de répartition mondiale (Guérin et Boissieu, 2008).

e Age: La forme la plus commune de la colibacillose survient entre 3 et 12 semaines,
affectant les jeunes oiseaux a cause de leur systéme immunitaire immature et I'absence
d'eflet barriére de leur flore intestinale incompléte. Certaines souches pathogénes peuvent
aussi infecter L’oiseau non affaibli (Villate,2001 ; Moon et al., 2006 ; Hammoudi et
Aggad, 2008).

e Sexe : Il semblerait que les males soient plus susceptibles a la maladie que les femelles.

(Hu ffetal., 1999).
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VI1.2. Facteurs favorisants :

Agents biologiques : Différents agents biologiques sont susceptibles de favoriser les
infections de la volaille par les souches APEC : les virus de la bronchite infectieuse, de la maladie

de Newcastle ou de Gumboro, Mycoplasma‘gallisepticum (Stordeur et Mainil. 2002).

Agents non biologiques : Comme des teneurs trop élevées en ammoniac ou en poussiére dans les
élevages (Stordeur et Mainil. 2002).

VII1. Facteurs de virulence :

Il est de plus en plus admis que la possession de certains genes chromosomiques ou
plasmidiques codant les facteurs de virulence confére aux souches APEC une pathogénicité propre
due a leur capacité de survie dans 1’hote (Stordeur et Mainil, 2002 ; Stordeur et al., 2003 ; Guérin et
Boissieu, 2008 ; Robineau et Moalic ; 2010).

VIII. 1. Adhésine :

Le pouvoir pathogéne des colibacilles est lié a la capacité d'adhérence aux mugueuses

respiratoires par des pili codés par un plasmide (Villate. 2001 : Robineau et Moalic, 2010).
VII1.1.1. Fimbriae de type 1 :

Plusieurs variants des fimbriae de type 1 existent chez les APEC et semblent associés aux

sérotypes des souches (Dozois et al., 1995).
VIII. 1.2. Fimbriae de type P :

La présence des fimbriae de type P est significativement plus fréquente chez les souches

isolées de poulets septicémiques que chez des souches isolées de poulets sains (Dozois et ai. 1992).
V111 .2. Résistance au sérum et phagocytose (pouvoir bactéricide du complément) :

La résistance au sérum et a la phagocytose est bien élucidée pour jouer un réle important dans

la virulence et le développement de la septicémie (Vidotto et al.. 1990 ; Nolan et al 1992a.
2003 : Dho-Moulin et Fairbrother, 1999).

Des études récentes ont confirmé le role de la capsule Kl et des limbriac 1 1 et I’ aussi bien
que les lipopolysaccharides Oi, O2 et O78 dans la résistance aux effets du sérum et la phagocytose
(Pourbakhsh et al., 1997a ; Mellata et al. 2003a et 2003b).

-10-
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VI11.3. Aérobactine :

Ce systeme, dont ’opéron est situé sur un grand plasmide (80 Kb). fonctionne in vivo et son
role principal serait de permettre aux bactéries de sc multiplier dans le sang ou les organes autres
que I'intestin (Williams, 1979 ; Vidotto et al., 1991 : Wooley et al.. 2000).

VIIl.4. Toxines :

En plus de I’endotoxine structurale de la paroi bactérienne (LPS), les souches APEC sont
capables de produire 1’Escherichia coli vacuolating factor ou ECVF. Celte toxine ressemble a la

toxine VacA produite par Helicobacterpylori. ECVF est décrite chez une trentaine de souches
E. coli aviaires dont 14 réputées pathogénes (Salvadori et al, 2001).
VI111.5. Hémagglutination :

La protéine Tsh est une hémagglutinine. 11 est démontré récemment que le gene tsb localisé

sur le plasmide ColV codant pour une hémagglutinine thermolabile isolé d'une souche H

APEC de poulet, est associé préférentiellement aux souches APEC pathogénes, et n'est pas

retrouvé chez les souches E. coli isolées de féces d’animaux sains (Provence et Curliss, 1994 ;
Dozois et al. 2000).

IX. Pathogénique :

La voie d’entrée principale de I’agent pathogene est le tractus respiratoire, via I’inhalation de
particules de poussiére contaminées par des E. coli excrétés du tractus digestif d’animaux sains, qui

constituent une source importante de contamination en élevage (Gyles et Fairbrother,2010).

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

colonisent les voies respiratoires profondes, a savoir les sacs aériens cl les poumons.

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

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

APEC peut infecter l'oviducte a partir du sac aérien abdominal gauche, provoquant une
salpingite et perte de la capacité d’ovulation, et peut envahir sporadiquement le péritoine via

l'oviducte, en provoquant une péritonite et la mort (Bames et al. 2003).

-11 -
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X. Les infections a E. coli :

Il existe plusieurs formes de la maladie : des formes localisées, une forme septicémique aiglie
et des formes chroniques (Barnes et al., 2003). Nous nous limiterons, dans le présent mémoire, a
I’étude des formes rencontrées chez le poulet de chair.

X.1. Omphalite / inflammation du sac vitellin :

Cette forme de la maladie constitue, avec les erreurs d’élevage (hygiéne en amont de
I’éclosion et en éclosoir) probablement, la cause la plus importante de mortalité chez les poussins

agés de moins d’une semaine (Villate, 2001).

La contamination de 1’ceuf, et plus précisément de la membrane vitelline, se fait
essentiellement lors de la ponte. De 0.5 a 6% des ceufs sont contaminés par E. coli. Dans cette
pathologie, on peut considérer que celui-ci est I’agent primaire de I’infection (Jordan et Pattisson,
1996 ; Dho- Moulin et Fairbrother. 1999).

Les mortalités embryonnaires sont constatées un peu avant I’éclosion : les ceufs contaminés

présentent une coquille de moindre qualité, sont plus chauds et leur surface est mouillée.

Les mortalités se poursuivent encore apres 1’éclosion et ce pendant une période de 3 semaines
I’ombilic est cedémateux et enflammé, avec présence de crottes, le sac vitellin est mal résorbé, avec
une paroi opacifiée et congestionnée, un contenu verdatre a jaunatre et de consistance aqueuse a

grumeleuse (Guérin et Boissieu, 2008).
X.2. Colibacillose respiratoire :

Elle est I’expression principale de la colibacillose et affecte particulierement les élevages de
poulets de chair, avec un taux de mortalité pouvant atteindre dans certains cas 30 a 50° et est
essentiellement présente chez les animaux de 2 a 12 semaines, avec une fréquence supérieure entre
4 et 9 semaines (Gross, 1994 ; Dho-Moulin et Fairbrother. 1999).

La contamination se fait par voie respiratoire et est secondaire a une infection a mycoplasmes
(Mycoplasma gallisepticum), a une virose a tropisme respiratoire (bronchite infectieuse) ou
immunosuppressive (maladie de Gumboro), a un accident de vaccination ou a une concentration
trop élevée en agents irritants dans 1’air (poussiére ou ammoniac) (Nakamura et al., 1992 ; Gyles et
Fairbrother, 2010).

-12 -
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X.2.1. Sur le plan clinique :

En premier lieu, on rencontre une chute importante de la consommation alimentaire. Ensuite,
de I’abattement accompagné d'hyperthermie (42 a 44°C). Les animaux les plus atteints présentent

alors des signes de détresse respiratoire :
« Becouvert;
» Respiration accélérée et irréguliére ;
« Réles, toux, éternuements ;
« Jetage, larmoiement, sinusite.
X.2.2. Sur le plan Iésionnel :

Les organes les plus touchés sont les sacs aériens, le foie, le cceur et. Par contiguité de tissu, la

cavité abdominale (péritonite).

Cceur : Péricardite. Le péricarde prend un aspect opaque et cedémateux et se remplit d'un exsudat

fibrineux.

Sacs aériens : Aérosacculite. Les sacs perdent leur transparence, s'épaississent et présentent un

aspect congestif.

Foie et rate : les lésions sont surtout localisées en périphérie de ceux-ci. Et sont caractérisées par de
la congestion, un épaississement du tissu et un dépot de fibrine. Ce dépdbt est parfois tellement

important que la surface de I’organe prend l'aspect d’une crépe (Jordan et Pattison. 1996).
X.3. Colisepticémie :

La colisepticémie est la forme septicémique de la colibacillose, provoquée par l'invasion

colibacillaire des jeunes oiseaux (Villate, 2001).

Elle est caractérisée par la présence d’E. coli dans le courant sanguin. La virulence de la
souche et I’efficacité des moyens de défense de I’hote détermine la durée, le degré et l'issue de la

maladie, ainsi que le type et la sévérité des Iésions (Pourbakhsh et al., 1997a et 1997b).

-13-
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X.3.1. Sur le plan clinique :

Elle se traduit par des mortalités brutales, aprés abattement, anorexie, due souvent a une
complication de la colibacillose respiratoire, omphalites ou synovites (Villate, 2001 : Guérin et
Boissieu, 2008).

X.3.2. Sur le plan lésionnel :
Les Iésions de la forme aiglie sont non exsudatives :
Foie : hypertrophié, de coloration intense, avec quelques zones de dégénérescence, parfois verdatre.
Rate : hypertrophiée, avec des points de nécrose.
Rein : néphrite, dépdt d’urate.
Intestin : ampoule cloacale distendue par des gaz et des matiéres liquides blanchatres.

Légere ascite : aspect brillant des visceres par le liquide abdominal inflammatoire (Villate, 2001 ;
Guérin et Boissieu, 2008).

X.4. Dermatite nécrotique :

Parfois appelée cellulite, c’est une maladie de surpeuplement et de mauvaise hygiéne, issue
d’un processus infectieux ou inflammatoire, entrainant un exsudat inflammatoire caséeux et
I’apparition de plaques de fibrine sous la peau située dans la partie inférieure de I'abdomen et sur les
cuisses. Elle n’entraine ni mortalité ni signes cliniques mais est responsables de pertes économiques

substantielles, notamment a 1’abattoir (carcasse saisie) (Guérin et Boissieu, 2008).
X.5. Arthrites et synovites :

Les colibacilles peuvent surinfecter des maladies primitives (arthrite a réovirus. synovite a

Mycoplasma synoviae) ou étre inoculés par des blessures ou traumatismes (Villatc. 2001).
XI. Diagnostic :

XI.1. Clinique :

Il repose d'abord sur le tableau clinique et la présence de Iésions telles que de ’aérosacculite,
parfois accompagnée de périhépatite et de péricardite, et seuls un isolement et une identification de

I’agent responsable, sur base de réactions biochimiques, permettront de confirmer la maladie. Les
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prélévements seront réalisés a partir du sang du cceur et des tissus affectés (foie, rate, sac

péricardique) en évitant toute contamination par le contenu intestinal (Strodeur et Mainil, 2002).
XII. Traitement :

Il repose essentiellement sur I’antibiothérapie. Les antibiotiques utilis€és sont ceux actifs

contre les Gram négatif. 11 est souhaitable de traiter les colibacilles aprés un antibiogramme

raisonné, et suffisamment longtemps (5 jours minimum) pour éviter les antibiorésistances. La dose
thérapeutique habituelle de la plupart des antibiotiques est de 10 a 20 mg/kg de poids \il (Vilatte,
2001). Leur choix est aussi guidé par la forme de la colibacillose.

XII1. Prophylaxie :
XI11.1. Sanitaire :

Elle vise a contrbler les contaminations environnementales et par les vecteurs animés ou

inanimés :

. Contrdler les contaminations des ceufs par fumigation dans les 2 heures qui suivent la ponte,
en les récoltant le plus vite possible apres la ponte et en écartant ceux en mauvais état ou présentant

des souillures fécales a leur surface (Gross. 1994).

. En garantissant des animaux indemnes de mycoplasmes et en contrélant certains facteurs
environnementaux comme I'humidité, la ventilation, la teneur en poussiere cl en ammoniac dans

I'air, les infections du tractus respiratoire peuvent étre réduites (Villate, 2001).

. Séparation des animaux par classes d'age et par especes, nettoyage, désinfection et vide
sanitaire entre chaque lot sont aussi des mesures de prévention indispensables dans le cadre de la
lutte contre la colibacillose (Jordan et Pattisson. 1996 ; Villate, 2001).

XI111.2. Médicale :

En dehors des vaccins expérimentaux, aucun vaccin efficace n'est disponible sur le marché

vétérinaire. Une antibio-prévention réfléchie et adaptée peut étre utile (Villate. 2001).
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XIV. Conclusion :

Les E. coli pathogenes aviaires (APEC) restent encore responsables, a 1’heure actuelle, de
pertes économiques majeures dans les élevages, en plus de l'incidence croissante des résistances et

la publicité faite du risque potentiel de transfert a I'homme.
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CHAPITRE 111 : LES ANTIBIOTIQUES ET LES ANTIBIORESISTANCES
l. Introduction :

Les pathologies infectieuses bactériennes entrainaient souvent la mort Avec la découverte des
sulfamides et, plus tard, de la pénicilline, on est passé a 1 ére antibiotique qui représente une
véritable révolution dans le domaine de la médecine et des maladies infectieuses, permettant ainsi
de sauver un grand nombre de vies, a croire que les maladies infectieuses seraient un jour toutes
jugulées (Alami et al., 2005 ; Abdennebi. 2006).

1. Historique :

En 1929, Fleming découvre un Pénicillium sur une boite de Pétri. 11 met en évidence
I’inhibition du staphylocoque doré par cette culture de Pénicillium. En 1940. Chain obtient une
forme stable et utilisable in vivo (essais sur des souris) de la pénicilline, qui permettra I’¢laboration
du premier antibiotique. En 1942. production a I’échelle industrielle de la pénicilline qui sera

utilisée et bénéfique pendant la 2cmc guerre mondiale.
I11. Définition :

A T’origine du mot « antibiotique » désigne tout produit microbien qui méme a de trés faible
concentration, inhibe ou tue certaine micro-organisme on emploi maintenant dans un sens plus large

qui inclut en outre toute substance synthétique ou semi-synthétique dotée de ces
Propriétés. (SINGLETON, 2004).
IV. Caractéristiques :

IV. 1. Toxicité sélective :

L’action d’un antibiotique est le résultat des interactions organisme-antibiotique d'une part et

antibiotique-bactéries d’autre part. Pour étre actif, un antibiotique doit :
« Pénétrer jusqu'a sa cible bactérienne ;
* Ne pas étre inactive ;
« Etre capable de se lier a sa cible.

Ce sont la les conditions nécessaires a I'activité antibactérienne (Alami et al., 2005)
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IV.2. Spectre d’activité :

Pour un antibiotique donné, I’activité antibactérienne ne s'exerce que vis-a-Vvis de certaines

espéeces bactériennes, ce qui définit son spectre d'activité (Nauciel et Vildé. 2008).
IV.3. Activité antibactérienne :

C’est I’effet de ’ATB sur une bactérie, allant de 1’inhibition de la croissance bactérienne

(bactériostase) a la mort de la bactérie (bactéricidie) (Nauciel et Vildé. 2008).
IV.3.1. La bactériostase (effet bactériostatique) :

C’est I'inhibition ou le ralentissement temporaire de la croissance bactérienne par I’ATB.
L’effet est réversible : dés ’arrét de I’antibiothérapie, la croissance des micro-organismes reprend

(Helali, 2002 ; Nauciel et Vildé, 2008).
IVV.3.2. La bactéricide (effet bactéricide) :

C’est I’effet d’un ATB qui tue les bactéries. Il se traduit par la réduction du nombre initial des

bactéries (Yeni, 2003 ; Nauciel et Vildé, 2008).
V. Classification :

L’abondance des molécules a rendu nécessaire leur classification selon plusieurs criteres, en
prenant d’abord en compte la structure chimique, en familles et sous-familles. Toutefois, pour un
praticien, les critéres les plus importants sont le mode d’action, bactéricide ou bactériostatique, et le

spectre s’activité (Alami et al, 2005 ; Abdennebi, 2006).
V1. Mode d’action des principales familles d’antibiotiques :

La plupart des antibiotiques inhibent des voies métaboliques de la bactérie, entrainant ainsi la
perturbation de diverses réactions métaboliques. Cette action est propre a chaque famille
d’antibiotiques (Page et al, 1999 ; Poyart, 2003 ; Nauciel et Vildé, 2008).

On distingue quatre grands modes d’action (figure 1) :
« Actionsur la synthese de la paroi bactérienne ;
« Actionsur la synthese protéique ;

« Actionsur la synthese des acides nucléiques ;
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 Action inhibitrice sur la membrane cytoplasmique (Alami et al, 2005).
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Figure 1 : Difféerent mode d'action des antibiotiques (Lavignc. 2007)
VI1.1. Antibiotiques agissant sur la synthese du pcptidogiycane (paroi) :

Lorsque les bactéries sont en phase de croissance, il existe simultanément des phénoménes de
synthese et de destruction du peptidoglycane. L'équilibre entre ces deux phénomenes est rompu par
les antibiotiques inhibant la synthése du peptidoglycane. 11 en résulte une altération de la paroi
ayant un effet létal pour la bactérie (Neal, 2007 ; Naucicl et Vildé. 2008).

VI1.1.1. p-lactamines :

Elles ont en commun un noyau p-lactame présentant une analogie structurale avec la
terminaison D-ala-D-ala du précurseur du peptidoglycane. Elles se fixent de maniere covalente sur
des protéines membranaires, appelées protéines de liaison a la pénicilline (PLP). L'activité
enzymatique des PLP est inhibée par leur liaison avec les P-lactamines. Une bactérie contient
plusieurs variétés de PLP. L'affinité des P-lactamines pour les PLP peut varier selon les P-
lactamines et selon les PLP (Nauciel et Vilde, 2008).
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V1.1.2. Glycopeptides :

Les molécules se lient au dipeptide terminal D-ala-D-ala du peptidoglycane. Cette fixation de
type clé-serrure empéche le fonctionnement normal des transpeptidases et des transglycosylases,

entrainant I’arrét de la syntheése du peptidoglycane et secondairement la mort de la bactérie (Alanii
et al., 2005 ; Nauciel et Vildé, 2008).

V1.2. Antibiotiques inhibant la synthése protéique :

Plusieurs familles d’antibiotiques peuvent inhiber, par différents mécanismes, I’¢longation de
la chaine polypeptidique chez les bactéries. Cependant, la grande majorité de ces antibiotiques est

bactériostatique, a 1’exception des aminosides qui sont bactéricides (Page et al. 1999; Nauciel

etVildé, 2008).
V1.2.1. Antibiotiques se fixant sur la sous-unité 30S du ribosome :
V1.2.1.1. Aminosides :

Ces antibiotiques se distinguent par leur capacité a résister aux différentes enzymes pouvant
les inactiver. Ils inhibent I’initiation de la réplication de I’ADN et interviennent a plusieurs stades
de la synthese protéique. Ils inhibent aussi la fixation du complexe ARNt-AA au complexe
ribosome-ARNmM (Moulin et Coquerel, 2002).

V1.2.1.2. Tétracyclines :

Elles inhibent la synthese protéique en se liant de fagon réversible a la sous-unité 30S du
ribosome. Cette fixation inhibe celle de I’aminoacyl-ARNL et bloque I'étape de reconnaissance de la

phase d’¢longation de la chaine peptidique (Moellering, 1995 ; Page et al., 1999).
V1.2.2. Antibiotiques se fixant sur la sous-unité 50S du ribosome :
V1.2.2.1. Chloramphénicol :

Il perturbe la synthese protéique en inhibant la peptidyl-transférase dans la sous-unité 50S. il
entraine ainsi un blocage de 1’élongation de la chaine peptidique et donc du cheminement des
ribosomes le long de ’ARNm. La libération du polypeptide synthétisé en lin de lecture de I’ARNm
est également bloquée (Tortura et al, 2003 ; Neal, 2007).
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V1.2.2.2. Macrolides, lincosainidcs et streptogramines (MLS) :

Les MLS inhibent la synthese protéique en se fixant sur I’ARN ribosomal 23 S de la sous-
unité 50S. Ils provoquent la dissociation du peptidyl-ARNt, ce qui inhibe I'étape de transpeptidation
des chaines peptidiques en croissance (Tenson et al., 2003 ; Neal, 2007 ; Nauciel et Vildé, 2008).

V1.2.3. Antibiotique inhibant le facteur d’élongation G :

La synthése protéique serait inhibée par la formation d’un complexe stable avec le facteur
d’¢élongation diphosphate et le ribosome. La phase d’¢longation est ainsi bloquée et par voie de

conséquence la translocation est arrétée (Tankovic et Duval, 1997).
V1.3. Antibiotiques agissant sur les acides nucléiques :
V1.3.1. Sulfamides et triméethoprime :

Ce sont des analogues de I'acide para-amino-benzoique. Ils inhibent la synthese des folates en
inhibant la dihydroptéroate synthétase. Le triméthoprime est surtout utilisé en association avec un
sulfamide, en agissant a deux niveaux différents de la synthese des folates ce qui leur assure un effet

synergique (Nauciel et Vilde, 2008).
V1.3.2. Quinolones :

Elles inhibent des topoisomerases, enzymes intervenant dans la conformation de I'ADN. et
plus particulierement la topoisomeérase Il (ou ADN gyrase) et la topoisomérase 1V. qui permettent le
déroulement local de ’ADN. En empéchant le "supercoiling” du chromosome bactérien, les
quinolones altérent rapidement la réplication de I'ADN, induisant la mort de la bactérie (Tankovic et
Duval, 1997 ; Neal, 2007).

V1.3.3. Nitrofuranes et Nitro-imidazoles :

Ils ont le méme mode d'action, leur activité nécessite la réduction du groupement NO2. Cette
derniére est effectuée au niveau du cytoplasme par des nitro-réductases des bactéries anaérobies et
micro-aérophiles, libérant ainsi des radicaux libres toxiques capables d’oxyder I’ADN bactérien et

de le couper (Alami et al., 2005 ; Neal, 2007 ; Nauciel et Vildé, 2008).
V1.4. Antibiotiques agissant sur les membranes :

V1.4.1 Les Polymyxines :
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L'antibiotique le plus utilisé est la Colistine. Elle n’agit que sur les bacilles @ Gram négatif en
se fixant sur les membranes, et elle les désorganise, provoquant ainsi une perméabilité
membranaire. La bactérie se vide de ses composants cytoplasmiques vitaux et meurt (Gamacho-
Montcro et al., 2003 ; Alami et al., 2005).

SOUS CHAPITRE 2 : L’ANTIBIORESISTANCE
l. Introduction :

Aprés plus de 50 ans d'utilisation massive des antibiotiques, nous arrivons maintenant a une
période plus délicate, ou les bactéries reprennent I’avantage en développant des stratégies de
résistance a leurs vis-a-vis, et certains parlent déja de possible ére postantibiotique (Alami et al.,
2005)

1. Historique :

En 1940, avant méme que la pénicilline n’ait été largement utilisée en thérapeutique,
Abraham et Chain attirent I’attention sur le fait que Bacterieum coli inactive la pénicilline G en
produisant une enzyme dénommée la pénicillinase (Abraham et Chain, 1940). Ensuite, chaque fois

qu’a été mise au point une nouvelle substance, les bactéries s’y sont adaptées plus ou moins vite.
I11. Définition :

La résistance a un ATB est considérée comme étant la capacité d’une bactérie de survivre a
une concentration définie de cette molécule (Nauciel et Vildé, 2008). Scion Schwarz et Chaslus-
Dancla (2001), une bactérie est considérée comme résistante a un antibiotique quand la
concentration de ce dernier au site de I’infection n’est pas suffisamment élevée pour inhiber la
multiplication de cette bactérie ou pour la tuer. Cette définition n’attribue pas la résistance
seulement au probléme microbiologique, mais aussi aux aspects pharmacodynamiques,

pharmacocinétiques et cliniques (Abdennebi, 2006).
IV. Les différents types de résistance :

La résistance aux ATB peut étre naturelle ou acquise :
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IV.1. La résistance naturelle :

C’est une insensibilité aux ATB, existant naturellement chez tous les membres d’une méme espece
ou d’'un méme genre bactérien, et fait partie de son patrimoine génétique (Yalla et al., 2001 ;
Courvalin, 2008).

IV.2. La résistance acquise :

Résistance qui apparait chez des bactéries jusqu’alors sensibles aux A I B. elle resuite d’une
modification du patrimoine génétique chromosomique ou plasmidique. Elle ne concerne que

quelques souches au sein de 1’espece considérée mais peut s'étendre (Alanu et al., 2005 ; Courvalin,

2008 ; Lavigne, 2007).
V. Biochimie de la résistance :
V.1. Résistance croisée :

La résistance croisée correspond a la résistance a tous les membres d une classe

d’antibiotiques, due a un seul mécanisme de résistance (Courvalin, 2008).
V. 2. Co-résistance :

Dans la co-résistance, plusieurs mécanismes de résistance sont associés chez la méme
bactérie, parfois stabilisés par intégration dans le chromosome. Chacun confére (par résistance
croisée) la résistance a une classe d’antibiotiques, ce qui entraine in fine un large phénotype

résistant de la bactérie héte (Courvalin, 2008).
V1. Mécanismes biochimique de la résistance aux antibiotiques :
On peut classer les mécanismes de résistance aux antibiotiques en 4 groupes :
VI.1. Inactivation enzymatique de I’antibiotique :

La bactérie résistante produit une enzyme capable d'induire une modification de la molécule
d’antibiotique par I’ajout de groupements acétyle, adéninyle ou phosphorique, aboutissant ainsi a

son inactivation ou a sa destruction (Abdennebi, 2006 ; Doucet. 2006).

C’est le mécanisme le plus important quantitativement et qualitativement (Alami et al, 2005).
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VI1.1.1. P- lactamases :

Les p-lactamases inactivent les p-lactamines, par ouverture du noyau P-lactame. On peut les
classer suivant les p-lactamines qu’elles hydrolysent de manicére préférentielle, par exemple

cephalosporinase (Poyart, 2003 ; Nauciel et Vildé, 2008).
VI1.1.2. Enzymes inactivant les aminosides, le chloramphénicol et les macrolides :

On connait 3 classes d'enzymes pouvant inactiver les aminosides . les acétyl-transférases. les
nucléctidyl-transférases et les phosphotransférases. Le chloramphénicol peut étre inactivé par une
chloramphénicol-acétyltransférase. Diverses enzymes peuvent aussi inactiver les macrolidcs
(Nauciel et Vildé, 2008).

V1.2. Modification de la cible :

La liaison de l'antibiotique a sa cible est inhibée par une reprogrammation ou camouflage de
cette derniére. La molécule ne la reconnait plus et devient inactive. Ce phénoméne est di a des
bactéries qui ont la capacite de mutation d'un géne responsable de la biosynthése de la protéine sur

laquelle agit I’antibactérien (Abdennebi, 2006 ; Paquet-Bouchard, 2006).

La résistance par modification de PLP, par exemple, est due a la présence d'une PLP ayant
une trés faible affinité pour les p-lactamines. Cette nouvelle PLP est duc a l'acquisition d’un géne
chromosomique appelé mecA ou a l'acquisition de fragments d’ADN étranger au niveau des genes

des PLP, donnant naissance a des génes mosaiques (Nauciel et Vildé. 2008).
V1.3. Diminution de la perméabilité :

Les porines sont des protéines formant des pores dans la membrane externe des bactéries a
Gram négatif et permettant le passage de certaines molécules hydrophiles (Nauciel et Vildé, 2008).
Des mutations peuvent entrainer la perte de certaines porines ou les altérer et de ce fait entraver la
pénétration de I’ATB et peuvent entrainer la résistance a plusieurs familles d'antibiotiques
simultanément : P-lactamines, aminosides, et quinolones (Pages. 2004 ; Denyer et Maillard, 2002 ;
Nauciel et Vildé, 2008).

V1.4. Excrétion de I’antibiotique par efflux :

Il existe chez les bactéries des systémes permettant la non-accumulation a I’intérieur de la

bactérie : c’est I'excrétion ou efflux actif (Alami. 2005). L’efflux actif est un mécanisme de
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transport membranaire nécessitant de 1’énergie qui pompe [’antibiotique de I’intérieur vers

I’extérieur plus vite qu’il ne rentre.
VII. Mécanisme génétique de la résistance :
La résistance peut étre acquise par deux voies totalement distinctes (Courvalin, 2008) .
1) Mutations dans le génome. On parlera alors de transmission verticale a la descendance.

2) Acquisition d’information génétique étrangére, en provenance d’autres bactéries, par

transfert horizontal.
VII1. Conséquence de la résistance aux antibiotiques :
Cette resistance a des conséquences médiates et immediates :

- L’¢chec thérapeutique est la conséquence pratique majeure de 1 antibiorésistance chez

I’animal d{ a la résistance des bactéries pathogenes (Sanders, 2005 ; Abdennebi, 2006) ;

- Diffusion de la résistance. Chez les bactéries, les genes de résistance sont transmis a la

descendance par transmission verticale ou horizontale (Nauciel et Vilde, 2008) ;

- L’apparition de souches multi-résistantes aux antibiotiques chez des bactéries pathogenes pour
I’animal peut devenir un probléme de santé publique, car elles peuvent ensuite €tre transmises a la

population humaine (Sanders, 2005 ; Nauciel et Vilde, 2008) ;

- Apparition de souches de bactéries transmises par les aliments et résistantes aux
antimicrobiens et qui peuvent causer des infections au sein de groupes de populations sensibles
(Abdennebi, 2006).

IX. Conclusion :

L’emploi intensif et anarchique des antibiotiques, tant en médecine humaine que vétérinaire,
est directement reli¢ a ’augmentation des résistances et a la perte d’intérét d’un grand nombre de
molécules. Nous sommes au temps ou une utilisation plus raisonnable de ces molécules, plus
réfléchie et plus restreinte, est absolument nécessaire. Pour cela, la connaissance des antibiotiques,
de leur mode d’action, de leur spectre d’activité, des modes de résistance et des modes d’émergence

de la résistance est un préalable a la bonne utilisation de ces molécules.
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MATERIELS et METHODES

I.OBJECTIF

L’objectif de notre étude est de déterminer le profil d’antibiorésistance chez E. coli
d’origine aviaire. Pour cela notre étude a concerné 36 prélévements de mati¢re fécale cloacale de
poulets de chair sains et concerné aussi 4 prélévements de I’aliment et 1’eau de réservoir. Ce travail
a consisté a I’isolement, dénombrement et ’identification d’Escherichia coli. La sensibilité des
souches a été testée vis-a-vis de douze molécules d’antibiotique de différentes familles.

Les prélevements initialement traités provenaient de sujets d’élevage local sain.

Il. PROVENANCE DES ANIMAUX ET PERIODE D’ETUDE

Les prélevements ont été effectués sur 36 poulets issus de deux batiments d’élevage de
poulets de chair dans la wilaya de bordj Bou Arreridj. Un batiment d’une capacité de 2000 sujets et
I’autre d’une capacité de 1800 sujets. Les animaux choisis agés de 30 et 31 jours ne présentaient

aucun symptéme clinique (voir tableau 3).

Notre étude s’est étalée sur une période de quatre mois (de décembre 2014 a mars 2015) a

I’Ecole Nationale Supérieure Vétérinaire d’ Alger.
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Tableau 3 : Echantillonnage et nombre de préléevements

Elevages Total
Batiment 1 (i) Batiment 2 (1) 02
Nombre total de poulets 2000 1800 3800
Age des animaux 30j 31j Finition
Jours (j)
Nombre 20 16 36
d’échantillons écouvillons
Nombre de pools 07 07 14
Par écouvillon
Nombre d’échantillons 01 01 02
Aliment
Nombre d’échantillons : 01 01 02
Eau de réservoir
Date de prélevement 3-01-2015 03-03-2015
Lieu de prélevement La daira de Bordj Ghédir 01
Wilaya de BBA

I1l. TECHNIQUE ET NATURE DE PRELEVEMENT

Un écouvillonnage cloacal a été réalisé chez les animaux. La méthode est simple, elle consiste

a tirer les ailes du poulet vers I’arriére ensuite une aile est croisée sur I’autre de fagon a obtenir une

mobilisation compléte de ’animal facilitant ainsi I’introduction de 1’écouvillon stérile a 3cm au

niveau du cloaque.

Trois (3) ou deux (2) écouvillons obtenus de chaque partie de 1’¢levage (batiment divisé en 07

compartiments au hasard) pour chaque élevage. Les écouvillons ont été regroupés a deux ou a trois

en vue de constituer un pool par compartiment soit au total 14 pools voir tableau 3.
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IV. MATERIEL DE LABORATOIRE
Le matériel utilise pour realiser ce travail été un matériel classique de laboratoire de

microbiologie (voir annexe 4).

V. ANALYSES BACTERIOLOGIQUES

Les échantillons (fientes) sont prélevés stérilement et acheminés au laboratoire de

microbiologie2 de ’ENSV ou sont réalisées les analyses bactériologiques.

L’étude porte sur la recherche et le dénombrement d’E.coli dans les fientes pendant la période
d’¢élevage. Ces mesures sont réalisées a j30/j31 et compléter par une évaluation de cette méme flore

dans I’aliment et I’eau au niveau de 1’¢levage.

V.1 Protocole d’analyses bactériologiques

Cette analyse concerne la recherche, le dénombrement et 1’identification de germe

Escherichia-coli.

L’isolement et I’identification de cette bactérie sont réalisés selon le protocole suivant :
V.1.1 Préparation de I’échantillon pour ’analyse microbiologique
V.1.1.1 Préparation de la suspension mére

La préparation des echantillons a été réalisée selon les directives de la norme internationale
1ISO6887-1 : 1999(F) voir Annexe 5.

Mode opératoire

Au laboratoire de microbiologie, quel que soit le type de préléevement nous avons procédé aux
mémes étapes. Les écouvillons de chaque pool sont placés dans un flacon stérile contenant 25ml
d’eau salée tryptone (TSE). Cette solution constitue la suspension mére qui servira de base aux
dilutions décimales nécessaires a cette recherche. Un gramme d’aliment et un millilitre d’eau ont
été mesurés et additionner a 9ml de TSE afin de préparer la solution mére de ces prélevements.

V.1.1.2 Préparation des dilutions

A partir de la suspension mére des dilutions successives de 10 & 10 en progression
géométrique a raison de 1/10 sont réalisées avec le diluant (T.S.E) dans des tubes stériles voir

figure 2.
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Figure 2 : Préparation des différentes dilutions décimales des écouvillons

10 1072 1073 107 107®

107 107 107F
SmI

1

Boite de

§

Boite de

Boite de

Pétri Petri Pétri

Figure 3 : Ensemencement des dernieres dilutions décimales dans la gélose VRBL
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Figure 4 : Préparation des dilutions décimales de I’eau et ensemencement

dans le milieu gélosé VRBL
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Figure 5 : Préparation de la suspension mére et des dilutions décimales de I’aliment et

ensemencement dans le milieu gélosé VRBL.
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V.2 Recherche et dénombrement d’E. coli.

Toutes les recherches et les analyses ont était effectuées selon les normes internationales et
francaises (1SO et AFNOR). AFNOR NF V08-060 /\VV08-17 (Annexe 05).

Ce protocole est détaillé avec les différentes étapes de I’expérimentation dans la figure 6.
V.2.1.Test de présomption:

Pour chaque préléevement et aprés la réalisation des dilutions décimales, nous avons déposé
stérilement 1ml de chaque dilution dans la boite de Pétri. Ensuite on coule 12 a 15 ml de la gélose
lactosée biliée au cristal violet et rouge neutre (VRBL) fondue et refroidie dans un bain marie a
47°C. Apres, on mélange en maintenant la boite couverte sur la surface de la paillasse. On réalise 6
cercles de 150mm de diametre environ dans le sens de ’aiguille d’une montre, puis 6 cercles dans
le sens inverse, ensuite 6 cercles aller et retours de haut en bas tout en évitant la formation
d’éclaboussures. Puis, on laisse refroidir. Une fois cette couche se solidifie, on rajoute la double

couche. Enfin, en place les boites de pétri retournées dans une étuves a 44°C pendent 48h.
V.2.1.1.Lecture :

Apres la période d’incubation, nous procédons au comptage des colonies caractéristiques de
Coliformes. Ces coliformes sont violacés, d’un diamétre de 0,5 mm au plus et entourées d’une zone

rougeatre due a la précipitation de la bile (figure 7).

Figure 7 : colonies caractéristiques d’E. coli sur VRBL
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Figure 6 : Protocole de détermination du profil d’antibiorésistance d’E. coli.
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V.2.2. Test de confirmation

Selon la norme V08-17 (voir Annexe 05), la confirmation est réalisé sur gélose éosine et bleu
de méthyléne (EMB). Aprés le test de présomption, on récupére les boites donnant un resultat
positif pour repiquer les colonies sur milieu (EMB) a I’aide d’anse de platine sous forme de stries.

Puis on incube ces boites & 37°C pendent 24h.
V.2.2.1.Lecture :

Apreés I’incubation, les colonies apparaissent plates de diamétre compris entre 2 a 3 mm avec
un éclat métallique sera verdatre par réflexion (dos de scarabée, centre sombre a noir par
transparence). Les colonies caractéristiques isolées a partir de milieu EMB sont repiquées sur la
gélose nutritive inclinée (GNI) et incubées a 37°C pendant 24h.

Figure 8 : Colonies caractéristiques d’E. coli sur milieu EMB. (Photo personnel)
V.2.3. Confirmation microscopique

Dans notre travail, ’étude a été réalisée par une coloration de Gram afin de déterminer

’aspect pariétale et morphologique des bactéries qui a été réalisée pour toutes les colonies suspectes
prélevées (VIGNOLAC.L ,2002).

V.2.3.1.Mode opératoire

Cette coloration permet d’identifiées les bactéries Gram+ et les bactéries Gram-. Sur une lame
propre, on dépose une goute d’eau distillée puis on rajoute la colonie suspecte et on réalise un frottis
bactérien avec un étalement en couche mince a 1’aide d’une anse de platine. Aprés une fixation a la

chaleur, On réalise les étapes suivantes :

» Coloration par violet de Gentiane, pendent 1 minute,
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» Une fixation par le Lugol, pendant 1 minute,

» Décoloration a I’alcool 90°, pendant 5 a 30 secondes,
» Ringage a 1’eau du robinet,

> Recoloration a la fuchsine, pendant 1 minute

» Ringage a I’eau du robinet, puis séchage de la lame

» Observation de la lame au microscope optique a I’immersion.
V.2.3.2.Lecture :
Les bactéries apparaissent sous forme de batonnet Gram- —> colorées en rose.
Les bactéries Gram+ ———> se colorent en violet.

V.2.4. Confirmation biochimique

Cette étape concerne 1’étude de certains caracteres biochimiques des entérobactéries afin de
confirmer le genre Escherichia et spécifiquement E coli. Cette confirmation a été réalisée selon les
caracteres classiques mentionnés au tableau n 8 (Vandepitte et al., 1994, Le. Minor 1993, 1989)

Tableau 4 : Caractéres biochimiques d’E coli.

Milieu KIA Citrate Mannitol mobilité
de Urée-indole
Simmons
Test —
8 | g < = g
8 | & o s |3 = 5
3|8 | R |2 |E ® S S =
o |8 |o | | oW -) = £ >
résultat |+ |+ |+ |- - - + + +/-

1. Mise en évidence de la fermentation du glucose, lactose et production de gaz et
d'H,S :
Cette mise en évidence a été effectuée dans le milieu Kliger Hajna (KIA). Incubé 24 heures
a 37°C.
La dégradation de ces glucides s’accompagne de I’acidification de milieu avec ou sans
production de gaz, ce test permet également de mettre en évidence la production d’H2S.

-34-



Partie Expérimental

L’ensemencement du milieu s’effectue, a ’aide d’une anse, par des stries serrées au niveau de la
pente, suivi d’une piqure centrale profonde. Les tubes, bouchons desserrés sont incubés a 37°C

pendant 24h.

Lecture :
Ce test permet la mise en évidence de la fermentation du glucose, lactose et production de gaz et

D’ H,S.
La fermentation du glucose, se traduit par le virage au jaune au niveau du culot,
Iy a fermentation du lactose quand la coloration sera jaunatre au niveau de pente,

Production de gaz qui se traduit par une formation de bulles d’air au niveau du culot, ou par un
décollement de gélose,

La production d’ H,S qui colore le milieu en noir, est due a la fermentation de sulfite de fer.

v

Figure 9 : Confirmation biochimique de I’utilisation du glucose, du lactose
Et la production de gaz et de H,S

2. Mise en évidence de la production d’indole, présence de I’uréase :

Ces deux caracteres biochimiques ont été étudiés dans le milieu urée-indole, incubés
pendant 24 h a 37°C.

L’uréase est un enzyme responsable de la réaction suivante :

NH> + COOH" > CO2+NH;

Milieu devient rose violacé ————=> réaction uréase positive (libération d’ammoniac)

Milieu reste jaune ————=> réaction négative
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Fig 10: Confirmation biochimique de I’'uréase.

» Test de production d’indole

Ce test permet de mettre en évidence la production d’indole a partir du tryptophane grace a une

tryptophanase.

Apres la recherche de 1’'uréase, dans le méme milieu, on rajoute 3 a 4 gouttes du réactif de

Kovac’s, et on attend quelques mn pour interpréter les résultats a la surface du tube :
-Anneau rouge ——> réaction positive.

-Anneau jaune =——>  réaction négative.

Figure 11 : Confirmation biochimique de test d’Indole.

3. Test de lutilisation du citrate Simmons (CIT) :

Ce test permet de mettre en évidence I’utilisation du citrate comme seule source de carbone

dans le milieu de culture, incubé 24 h a 37°C.
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L’utilisation de citrate se traduit par la libération des ions OH™ qui alcalinisent le milieu, en faisant

virer la couleur vert du bromothymol au bleu.

positive
citrate

Figure 12: Confirmation biochimique de citrate de Simmons.

4, Test de ’utilisation du mannitol et de la mobilité :

Ce test permet de mettre en évidence I’utilisation du mannitol qui se traduira par

I’acidification du milieu, et de la mobilité.

Le test consiste a ensemencer, un milieu mannitol mobilité conditionné en culot, par piqdre

central a ’aide d’une anse de platine et incubé 24h a 37°C.

Mannitol :

Le milieu reste rouge ——=> pH neutre ou basigue =—=> mannitol négatif.

Le milieu devient jaune ——> pHacide = ——=>  mannitol positif

Mobilité :

Observation d’une culture dans tout le tube, diffusion dans tout le tube ==> mobile.

Culture uniquement au niveau de la pigre central ==> immobile.
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Figure 13 : Confirmation biochimique de I’utilisation de Mannitol et de la mobilité

V1. Etude de I’antibiorésistances des souches identifiées

La sensibilité aux antibiotiques est déterminée par la méthode de diffusion des disques sur milieu

solide (Muller-Hinton, Institut Pasture d’Algérie), selon les normes NCCLS (National comittee for

Clinical Laboratory Standards) qui recommandée par I’OMS (Organisation Mondiale de la Santé)

et CA-SFM (Comité de I’ Antibiogramme de la société Francaise de microbiologie).

Tableau 5 : liste d’antibiotiques testés pour ’antibiogramme et leurs charges.

Famille Antibiotique testés Charge des Sigle
disques
Bétalactamines = Amoxicilline 25 AX 25
Cefotaxime 30 CTX30
Amoxicilline+ AC clavulanique 30 AUG 30
Ampicilline 10 AMP 10
Cycline Tétracycline 30 TE 30
Quinolones Acide Nalidixique 30 NA 30
Furanes Nitrofurantoines 300 F 300
Clincosamides | Clindamycine 2 DA 2
Phénicolés Chlorampheénicol 30 C30
Polypeptides Colistine 10 CT 10
Aminosides Kanamycine 30 K30
Gentamicine 10 GM 10
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VI.1.principe

Il consiste a estimer, in vitro, ’activité d’une dizaine d’antibiotiques qui sont les plus en vue

dans le traitement des mammites ovines sur le terrain.

VI.2.Préparation de I’inoculum :
e A partir d’une culture pure de 18 a 24 h sur milieu gélose nutritive, a été raclé a ’aide d’une
anse de platine quelques colonies bien isolées et parfaitement identiques, puis déchargé
I’anse ou dans 10 ml d’eau physiologique stérile a 0,9%.
e La suspension bactérienne, a été bien homogénéisée et ajustée jusqu’a atteindre une opacité
équivalente & 0,5 MF(10%). L’ajustement s’opére en ajoutant, soit de la culture a la

suspension bactérienne, soit de I’eau physiologique stérile a 0,9%.

V1.3.Ensemencement

e un écouvillon en coton stérile a été plongé dans 1’inoculum ensuite étalé sur la totalité de la
surface gelosée du milieu Mueller Hinton additionné.

e [’opération a été répétée 2 fois, en tournant la boite de 60° a chaque fois, sans oublier de
faire pivoter 1’écouvillon sur lui-méme. L’ensemencement finissait en passant I’écouvillon

sur la périphérie de la gélose.

VI.4.Application des disques d’antibiotiques et incubation

e Les disques d’antibiotiques ont été appliqués a 1’aide de distributeur (disques Pasteur) ou
par une pince stérile (disques BioMérieux).

e La liste des antibiotiques utilisée selon le groupe bactérien.

e Les boites sont immédiatement incubées a 37°C pendant 18 a 24 heures.
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Figure 14 : boite numéro F.4.3 de ’antibiogramme (photo personnel).

VI1.5. Lecture :

Mesure avec précision les diamétres des zones d’inhibition a ’aide d’un pied a coulisse métallique,
a lextérieur de la boite fermée.

Comparer ces résultats a la valeur critique des diameétres des zones d’inhibition et des CMI des
entérobactéries, figurant dans les tables de lecture de standardisation de I’antibiogramme a I’échelle

nationale Médecine humaine et vétérinaire (2011). (Annexe 03).

VII. Analyse statistique :

Le traitement statistique des données et les présentations graphiques sont réalisés a I’aide d’un

logiciel Microsoft Office Excel 2013.
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|. Résultats d’isolement et de confirmation des E. coli sur milieu gélosé VRBL

I.1. Résultats obtenus de I’analyse de I’eau de réservoir et de I’aliment

Aucune présence d’E. coli n’a été révélée aprés isolement et identification sur milieu
VRBL.

En conséquence nos échantillons sont globalement qualifiés de satisfaisant et sans
contamination fécale vue que la présence des E.coli est signe de cette souillure. Ceci peut étre
expliqué par de bonnes conditions et précautions d’hygiéne dans les deux batiments d’¢levage. Ceci
n’écarte pas la probabilité de ’existence de d’autres flores microbiennes.

Aussi, La prise d’échantillonnage, 1 prélévement d’aliment et d’eau sans répétition dans le

temps, pourrait paraitre insuffisante et donc la possibilité de sous-estimer la présence des E coli.

1.2. Résultats de la recherche d’E coli dans le contenu cloacal dans le VRBL

Aprés I’isolement et confirmation des colonies caractéristique d’E. coli sur milieu VRBL, on
a obtenu des boites positives. A partir de ces boites, deux colonies sont repiquées sur milieu EMB.
Aprés D’incubation, les boites positives présentant des colonies caractéristiques d’E. coli qui
apparaissent plates avec un éclat métallique verdatre par réflexion (dos de scarabée, centre sombre a

noir par transparence). Les résultats sont présentés dans le tableau 6.

Parmi les 14 pools analysés on a obtenus des colonies caractéristiques pour 1’ensemble des

prélevements apres leur ensemencement sur gélose VRBL soit un taux de 100% figure 15 .

Figure 15 : pourcentage des colonies caractéristique sur gélose VRBL

A travers ce résultat I’évolution de ’analyse bactériologique se montre normale. On remarque

une poussé ordinaire des colonies sur milieu VRBL.

-41-



Résultats & discussion

Batiment 1 (i) 2 () Totale
Nombre de préléevements 20 16 36
Nombre de pools 07 07 14
Nombre de boites ensemencées 21 21 42
Sur VRBL

Boites avec 21 21 42
colonies En nombre

caractéristiques
sur VRBL 100 100 100

En pourcentage (%)

Boites sans 0 0 0
colonies En nombre

caractéristiques

sur VRBL En pourcentage (%) 0 0 0
Nombre de boites ensemencées 28 21 49
sur EMB
Boites avec 25 20 45
colonies En nombre
caractéristiques
sur EMB

En pourcentage (%) 89.29 95.24 91.84
Boites sans 3 1 4
colonies En nombre
caractéristiques
sur EMB

En pourcentage (%) 10.71 4.76 8.16

Tableau 6 : Résultats d’isolements et de confirmation d’E. coli sur milieu gélosé.
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I.3.Résultat de I’étude microscopique

Cette observation au microscope réalisée apres une coloration de Gram a partir des colonies
suspectes d’E.coli, nous a permis de confirmer la présence de bactéries en forme de béatonnet

coloré en rose c’est a dire des Gram™ pour toutes colonies étudiées (Figure 16).

Figure 16 : Observation microscopique d’E. coli suspectes (Gx100).

1.4. Résultats de I’étape de confirmation

1.4.1.Résultats sur EMB

A cette étape de confirmation la croissance bactérienne était positive pour 45 souches
suspectées sur VRBL et ensemencées sue EMB voir tableau 6.

1.4.2.Résultats de ’identification biochimique d’E.coli

Les profils biochimiques d’Escherichia coli recherchés sont cités dans le tableau!.

Les tests biochimiques effectués sur I’ensemble des E. coli suspectées révélent les résultats
résumés dans les tableaux 6.

Parmi les 14 pools présentant les colonies caractéristiques, 49 colonies ont été analysées, 45
souches se sont révélées des E. coli et 4 souches appartiennent a d’autres genres d’entérobactéries.

Ces résultats laissent apparaitre un taux de 91.84 % d’E. coli et un taux 8.16% de non E. coli

dans I’ensemble des prélévements (voir figure 17).
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On remarque a travers ces données que la méthode choisie pour cette recherche
microbiologique reste une technique sensible et fiable vue le pourcentage élevé d’E. coli qu’elle
nous a permis d’identifier. Néanmoins, elle est réalisée sur plusieurs étapes ce qui fait de cette

méthode un moyen d’identification et de diagnostic non rapide.

"1 Souches caractéristique

m2 Souches non caractéristique

Figure 17 : pourcentage des souches caractéristique d'E. coli e sur EMB
1.5. Résultats de dénombrement d’E.coli

Le dénombrent de la flore colibacillaire a été effectué par un calcul des colonies
caractéristique réalisé au stade de présomption sur VRBL. Cette flore a subit un test de
confirmation sur EMB et identification biochimique pour déterminer la présence réelle d’E.coli.

Les chiffres releves ont été interprétés en appliquant la norme comme suit.

Les boites retenues avec un nombre d’E. coli inférieur a 300, on calcule le nombre d’E . coli

par gramme de prélevement en se basant sur le normeV08-17.

1. La formule :

nE *nd * 10x
np

10x : est I'inverse du taux de dilution correspondant

nE : est le nombre de colonie d’E coli identifiées

nd : est le nombre de colonies caractéristiques dénombreés
np est le nombre de colonies caractéristiques prélevés.
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Tableau 7 : Résultats des numérations globales des E.coli identifiées

POOLS Nombre des le nombre de le nombre de
colonies colonies colonie d’E
caractéristiques caractéristiques | coli identifiés
dénombrés prélevés
il 19 4 4
i2 5 4 3
i3 2 4 4
i4 27 4 4
i5 260 4 4
i6 35 4 3
i7 54 4 3
fl 16 3 3
2 28 3 3
3 20 3 3
f4 90 3 3
5 3 3 3
6 17 3 2
7 120 3 3
Total 14 Moyenne 49 45
Tableau 8 : Résultats des dénombrements d’E. coli dans le premier batiment 1 (i)
Pools il i2 i3 i4 i5 i6 i7 Moyenne
(i)
Résultats | 19 10* |3.7510" [ 210" [2710%|260 10" | 26.25 10* |40.510* |5.410°
Tableau 9 : Résultats des dénombrements d’E. coli dans le deuxieme batiment 2 (f)
Pools 1 2 3 4 5 6 7 Moyenne
(i)
Résultats | 16 10* | 28 10* | 20 10" 90 10" [ 310" | 11.3310" | 120 10* | 4 10°
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1. Résultats de I’évaluation de I’antibiorésistance

12 antibiotiques ont été testés sur toutes les souches d’Escherichia coli isolées.
Une lecture impérative est utilisée, qui détermine la sensibilité ou la résistance d’une souche en
comparant les diametres des zones d'inhibition des souches avec ceux de la souche de référence.
(annexe3).

Les résultats de I'antibiogramme des souches Escherichia coli isolées de cloaque des animaux
sains sont présentés dans le tableau 10, selon que la souche soit sensible résistante ou parfois
intermédiaire (voir annexe 2).

Les résultats obtenus sont exprimés en pourcentage par rapport a I’ensemble des souches

identifiées étudiés (tableau 10 et figure 18).

Tableau 10 : Pourcentages de résistances et de sensibilités des souches E .coli

Familles Antibiotiques testes Nombre de souches (%)
Sigle Resistants | Intermediaire | Sensible

Bétalactamines | Amoxicilline AX25 | 95.56% 2.22% 2.22%

Céfotaxime CTX30 | 100% 0% 0%

Amoxicilline+ AC | AUG 97.78% 2.22% 0%

clavulanique 30

Ampicilline AM10 | 100% 0% 0%
Cyclines Tétracycline TE30 | 100% 0% 0%
Quinolones Acide Nalidixique NA30 | 100% 0% 0%
Furanes Nitrofurantoines F300 28.89% 15.6% 55.56%
Clincosamides | Clindamycine DA2 100% 0% 0%
Phénicolés Chloramphénicol C30 24.44% 4.44% 48.89%
Polypeptides Colistine CT10 | 44.44% 26.67% 28.89%
Aminosides Kanamycine K30 66.67% 22.22% 11.11%

Gentamicine GM 2.22% 0% 97.78%
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Figure 18 : Pourcentage des taux de résistance des souches d’E. coli.

Tableau 11 : Fréquence d’antibiorésistance dans notre étude et pour d’autres autours.

ATB Nos Ghalmi Hammoudi Messai et al.
Résultats (2012) % Et Aggad (2013) %
% (2008) %
Amoxicilline 95.56 / / /
Céfotaxime 100 / / /
Amoxicilline + 97.78 55.3" 47* 87.8
AC clavulanique
Ampicilline 100 79.3 47 84.5
Tétracycline 100 92.66 82 98.3
Acide 100 89.33 / 96.7
Nalidixique
Nitrofurantoines 28.89 24.66" / 18.9
Clindamycine 100 / / /
Chloramphénicol 24.44 41.33 / 45.6
Colistine 44.44 22.6° 3 55
Kanamycine 66.67 / / /
Gentamicine 2.22 / / 55
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* . Différence significative (p<0.05) sur méme ligne.

** . Pas de conditions pour faire un test exact Fisher (effectif théorique inférieur a 5)

Vue la diversité des pourcentages, les résultats sont classées en trois groupes. Comme
préconisé par Saberfar et al. (2008).

- Les antibiotiques pour lesquels de trés hauts niveaux de résistance sont observés (de 70 a 100)
sont compris dans le Groupe |. Ces antibiotiques sont. Par ordre décroissant, Tétracycline
(100%), Acide nalidixique (100%), Amoxicilline (95.56%), Amoxicilline+Ac clavulanique
(97.78%),Céfotaxime  (100%) Ampicilline  (100%) et clindamycine  (100%).

- Le Groupe Il comprend des antibiotiques pour lesquels des niveaux moyens de résistance (de 30 a
70%) sont obtenus. Ce sont le kanamycine (66.67%), colistine (44.44%),

- Le Groupe Il comprend les antibiotiques pour lesquels des niveaux bas de résistance (de 0 a
30%) sont notés. Ce sont la Nitrofurantoines (28.89%), Gentamycine (2.22%), Chloramphénicol
(24.44%).

Dans cette étude, il ressort clairement que les molécules les plus efficaces contre les
colibacilles sont celles qui sont classées dans le Groupe Ill, avec des taux de sensibilité de la
Gentamicine plus élevés (97.78%) par rapport aux autres antibiotiques de différentes familles. Le

taux de sensibilité est de 55.56% Nitrofurantoines et de 28.89% pour la Colistine.

I1.1. Résistances individuelles par familles d’antibiotiques

IL.11. Les B-lactamines

Les résultats mettent en évidence une forte résistance des E. coli a cette famille
d’antibiotiques, avec des taux de 100% pour I’Ampicilline, de 95.56% pour Amoxicilline, de
97.78%  pour  Amoxicilline/AC  clavulanique et de 100% pour  Céfotaxime.
Pour Amoxicilline/ Ac clavulanique, un taux de résistance de 97.78% est obtenu .Ce résultat
est élevé par rapport aux résultats de Hammoudi et Aggad (2008) dans la région ouest d’Algérie

(47%), et de Ghalmi (2012) dans la région du centre d’Algérie ou elle a enregistré un taux de
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(55,5%). Nos résultats, sont supérieur mais plus proche a ceux de Messail et al. (2013) dans la
région de l'est d’Algérie (Sétif) (87.8%). dans laquelle on a travaillé (région de BBA).
Pour Ampicilline un taux de résistance de 100% est obtenu. Ce résultat est élevé par
rapport aux résultats de Hammoudi et Aggad (2008) dans la région ouest d’Algérie (47%). Nos
résultats, sont supérieurs a ceux de Ghalmi (2012) dans la région de centre d’Algérie ou elle a
enregistré un taux de 79.3%, aussi a ceux de Messai et al.(2013) dans la région de I’est
d’ Algérie (84.5%).

Ces taux élevés de résistance aux antibiotiques de la famille p-lactamine sont probablement
liés a I’utilisation excessive et anarchique des B-lactamines dans les élevages avicoles sans avis de
vétérinaire. 1l existe une diversité de mécanismes de résistances du germe vis-a-vis de cette famille,
soit par altération des PLP, soit par production de p-lactamases comme rapporté par Quintiliani et
Courvalin (1995).

11.1.2. Les Tétracyclines :

Pour cette famille d’antibiotiques, un taux de résistance de 100% est obtenu vis-a-vis de la
tétracycline, placant cette molécule au premier groupe renfermant les taux de résistance les plus
élevés.

Nos résultats, sont supérieurs a ceux de Messai et al. (2013) dans la région de I’Est d’Algérie
(98.3%), et de Ghalmi (2012) dans la région Centre d’Algérie (92.66), et de Hammoudi et Aggad
(2008) dans la région Ouest d’Algérie (82%).

Les tétracyclines représentent les plus anciennes molécules utilisées, autant en therapie
que préventivement, et méme en tant que "facteurs de croissance”, engendrant des résistances
trés élevées en aviculture. La persistance et ’augmentation croissante de cette résistante sont
attribuées, en partie, a 1'usage intempestif de cette famille d’antibiotiques a large spectre, mais
également a leur incorporation systématique dans I’alimentation des animaux d’élevage destinés
a la consommation humaine, et a des doses souvent sub-thérapeutiques, en prophylaxie ou dans
le but de stimuler la croissance et d’améliorer le rendement. Cette derniére possibilité est évoqué
Ya plus de 50 ans, comme cause probable de I’apparition des souches résistantes comme rapporté

par Abdennebi (2006).
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11.1.3. Les quinolones :

Dans cette ¢étude, la sensibilit¢é des souches isolées est testée avec [I’acide
nalidixique, quinolone de premiére génération, Le taux de résistance sont de 100% pour I’acide
Nalidixique.

Nos souches présentent une forte résistance, qui dépasse les 70>, ce qui permet de le classer

dans le groupe I, de forte résistance (Saberfar et al, 2008).

Pour I’Acide nalidixique, nos résultats sont superieur a ceux enregistrés par Ghalmi (2012)
dans la région de centre d’Algérie avec un taux de 89.33%. Nos résultats, sont plus proche a ceux
de Messai et al. (2013) dans la région de I’est d’Algérie (96.7%).

Ces taux tres élevés de résistance a cette famille d’antibiotiques peuvent étre expliqués,
d’une part, par la forte utilisation de ces molécules en raison de leur grande disponibilité sur le
marché algérien, et surtout par la présence de génériques a prix trés abordables, alors qu’il y a
quelques années, il n’existait que la molécule mere, trés onéreuse ; d’autre part au fait que les
quinolones partagent un seul et méme mécanisme d’action. Par conséquent, la résistance acquise
vis-a-vis de 1'une conftre automatiquement la résistance aux autres membres de cette famille

d’antibiotiques (résistance Croisee).

I11.1.4. Les aminosides :

La sensibilité des souches isolées dans cette étude est testée vis-a-vis de deux molécules
de cette famille d’antibiotiques, que sont la kanamycine, et la gentamicine.
Pour la gentamicine. Nos résultats, un taux de résistance de 2.22 % est obtenu, sont
inférieurs a ceux de Messai et al. (2013) dans la région de I’est d’Algérie (5.5 %).

Le taux élevé de (66.67%) vis-a-vis de la kanamycine est di a I'utilisation excessive de cet
antibiotique dans les élevages aviaires, et aussi a titre préventif contre la colibacillose en association
avec la tétracycline et des vitamines.

La forte sensibilité des souches E.coli vis-a-vis de la gentamicine est due a la non
utilisation de cet antibiotique dans les élevages avicoles et donc pas de souches résistantes, En
pratique, il existe des contraintes quant a son utilisation : dans certains pays, comme [’Iran, la
gentamicine n’existe que sous la forme injectable (trés récemment en poudre), forme
inintéressante pour les éleveurs car ’administration de ce produit requiert une main-d’ceuvre

spécialisée qui codte cher. De plus, la manipulation des sujets provoque un stress et peut rendre
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la situation délicate. Les injections ne sont pas tolérées chez le poulet, spécialement lors de
colibacillose, comme rapporté par Saberfar et al. (2008).

11.1.5. Les polypeptides :

La sensibilit¢ des souches est testée vis-a-vis -d e la molécule type de cette famille
d’antibiotiques qui est la colistine, les résultats indiquent une résistance avec un taux de
44.44%. Nos résultats, sont superieur a ceux enregistrés par Ghalmi(2012) dans la région de
centre d’Algérie et de Messai et al.(2013) dans la région de I’est d’Algérie, et de Hammoudi et
Aggad (2008), ou ils obtiennent les taux de 22.6%, 5,5%, 3% respectivement.

Ce taux ¢élevé de résistance par rapport aux autres auteurs peut étre expliquée par 1’utilisation
modérée de cette molécule en élevage avicole dans la région étudiée.

La colistine est mal absorbée apres administration orale et ne franchit pas la barriere intestinale et
est donc inactive per os sur les colibacilles systémiques. Donc il y’as une résistance moyennement
¢levé d’E. Coli commensal du tube digestif a la colistine.

Elle est cependant utilisée en association avec les B-lactamines car cette association procure
un effet synergique et peut aider a la maitrise des colibacilles pathogenes respiratoires encore en

situation intestinale.

11.1.6. Les Phénicolés :

La sensibilité des souches E. coli isolées dans cette étude est testée vis-a-vis de la
molécule la plus ancienne de cette famille, le chloramphénicol. Nous enregistrons un taux de
résistance de 24.44 %.

Nos résultats, sont inférieurs a ceux de Ghalmi (2012) dans la région de centre d’Algérie et
de Messai et al. (2013) dans la région est de d’Algérie, ou ils obtiennent les taux de 41.33%,
45.6% respectivement.

Ce médicament n’est plus sur le marché officiel. Ce taux relativement élevé serait donc le
fait de la persistance d’une résistance acquise antérieurement, d’une résistance *croisée™ ou plus
vraisemblablement a une utilisation illégale de cet antibiotiqgue. La méme remarque est valable

pour toute autre molécule interdite, entre autres les nitrofuranes.
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11.1.7. Les furanes

La sensibilité de nos souches est testée vis-a-vis du nitrofurane ou le taux de résistance est de
28.89 %. Nos résultats sont proche des taux décrits dans les travaux de Ghalmi (2012) dans la
région  de bourdjmneil dans la  wilaya de  Boumerdes au  centre
d ’Algérie et inférieur a ceux de Messai et al. (2013) dans la région de Sétif, ou ils obtiennent les
taux de 24,66%, et 18,9% respectivement.

Cet antibiotique ayant ¢té retiré¢ de la nomenclature vétérinaire et n’ayant ét€¢ a aucun
moment administré lors de cette étude, tout laisse supposer que la résistance observée est le fruit
d’une résistance croisée. Elle aurait dans ce cas un support plasmidique du fait de I’émergence
rapide de souches porteuses de plasmides de multirésistance aminoglycoside et Nitrofurane, ou,

comme indiqué précédemment, en raison d’une utilisation illégale.

I1. 1.8. Les clincosamides

La sensibilité de nos souches est testée vis-a-vis du Clindamycine lequel le taux de résistance
est de 100%.

Cette taux elevés de resistance aux antibiotiques Clindamycines sont probablement liés a
I’utilisation excessive et anarchique des clincosamides dans les élevages avicoles sans avis de

vétérinaire.
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Conclusion

L’utilisation anarchique des antibiotiques est une pratique qui devient de plus en plus
courante. En effet, cette pratique détermine la sélection des bactéries résistantes et 1’augmentation

de la multi-résistance.

A T’issue de cette étude préliminaire, on a pu identifier et dénombrer des E. coli & partir du
contenu cloacal avec une moyenne de 5.4 10° UFC/g et de 4 10° UFC/g chez les animaux en age de
finition dans 1’¢levage 1 (batiments 1) et F (batiment 2). En considérant les résultats de cette
recherche, on peut affirmer que les antibiotiques utilisés provoquent une légére perturbation de

I’équilibre de la flore colibacillaire.

Ce travail a abouti a I’isolement et a 1’identification de 45 souches d’E. coli.
L’évaluation de I’antibiorésistance de ces bactéries a dévoilé des taux alarmants de résistance avec
100% vis-a-vis de la Céfotaxime, Ampicilline, Tétracycline, Acide Nalidixique et Clindamycine.
Un taux de 97.78% pour I’Amoxicilline+ AC clavulanique, 95.56% pour I’Amoxicilline et 66.67 %

pour le Kanamycine.

Néanmoins, de faibles fréquences de résistances sont montrées concernant les molécules
de Gentamicine 2.22 %, Chloramphénicol 24.44 %, Nitrofurantoines 28.89%, Colistine 44.44 %.

L’ ¢levage avicole moderne peut difficilement exclure 1'usage des antibiotiques. Cependant en
raison des phénoménes de résistances qui n’ont guére tendance a régresser, il convient d’étre

vigilant. En effet I’antibiorésistance limite I’efficacité des antibiotiques dans 1’¢levage.

Autre, I’intérét de I’antibiogramme pour le choix thérapeutique, les résultats obtenus incitent a
une surveillance permanente de la sensibilité aux antibiotiques des bactéries concernées. Ainsi, ce
suivi permettra de connaitre d’une part la cinétique de I’évolution sur plusieurs années des
mécanismes de résistance des bactéries a certaines antibiotiques et d’autre part d’élaborer une

antibiosurveillance et une meilleure approche thérapeutique (BRUGERE-PICOUX., 1989).
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Les recommandations

L’usage des antibiotiques en élevage, a titre thérapeutique et surtout prophylactique, doit donc
étre raisonné et raisonnable. Ce sont des médicaments a part entiere et non des palliatifs a de
mauvaises conditions hygiéniques. La faible consommation actuelle des antibiotiques en élevage
avicole révele assez nettement les progres de la prophylaxie hygiénique tout au long de la filiere.
Une telle orientation ne peut que freiner 1’évolution de 1’antibiorésistance chez les volailles et

préserver ainsi la précieuse efficacité des antibiotiques d’aujourd’hui mais surtout de demain.

La dissémination de la résistance aux antibiotiques chez E. coli exige 1’établissement d’un
systeme de surveillance et de contrdle de cette résistance au niveau des laboratoires et au niveau des

élevages aviaires.

e Réaliser I’antibiogramme afin de prescrire la molécule de choix.

e Respecter les normes d’ambiance (Tempeérature, hygrométrie, aération pour eviter
I’accumulation des gaz, ammoniac en particulier) et d’hygiéne est une nécessit¢ absolue,
tant pour des objectifs zootechniques que pour limiter la pression microbienne.

e Organiser I’utilisation des antibiotiques chez les animaux en rendant leur prescription
obligatoire par le vétérinaire.

e Entreprendre un traitement intuitif en paralle¢le de 1I’antibiogramme afin de limiter les pertes
économiques si elles sont redoutées, a condition de respecter un protocole diagnostique
rigoureux.

e Sensibiliser les ¢leveurs sur 1’utilisation des antibiotiques sans avis vétérinaire.
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Annexe 01 :

Lecture des tests biochimique

milieu KLIGLER HAJINA (KIA) Urée Indole CITRATE DE EAU
SIMMONS PEPTONE .
EXEMPT Identification
D'INDOLE d’E.coli
teste | glucose | lactose | gaz | H2S | UREASE | INDOLE | Utilisation du INDOLE
CITRATE
PREMIERE PRELEVEMENT

1111 + + + - - + - + +
1.1.2 + + + - - + - + +
1.1.3 + + + - - + - + +
.14 + + + - - + - + +
1.2.1 - - - - - - - - -
1.2.2 + + + - - + - + +
1.2.3 + + + - - + - + +
1.2.4 + + + - - + - + +
1.3.1 + + + - - + - + +
1.3.2 + + + - - + - + +
1.3.3 + + + - - + - + +
1.3.4 + + + - - + - + +
1.4.1 + + - - - + - + +
1.4.2 + + + - - + - + +
1.4.3 + + + - - + - + +
1.4.4 + + + - - + - + +
1.5.1 + + + - - + - + +
1.5.2 + + + - - + - + +
1.5.3 + + + - - + - + +
1.5.4 + + + - - + - + +
1.6.1 + + + - - + - + +
1.6.2 + + + - - + - + +
1.6.3 - - - - - - - - -
1.6.4 + + + - - + - + +
1.7.1 + + + - - + - + +
1.7.2 + + + - - + - + +
1.7.3 - - - - - - - - -




1.7.4 + + + - - +
2eme PRELEVEMENT
F.1.1 + + + - - n
F.1.2 + + + - - ¥
F.1.3 + + + - - ¥
F.2.1 + + + - - T
F.2.2 + + + - - n
F.2.3 + + + - - ¥
F.3.1 + + + - - n
F.3.2 + + + - - n
F.3.3 + + + - - +
F.4.1 + + + - - +
F.4.2 + + + - - +
F.4.3 + + + - - +
F.5.1 + + + - N "
F.5.2 + + + - - +
F5.3 + + + - - +
F.6.1 + + + - - +
F.6.2 - - - - - +
F.6.3 + + + - - +
F7.1 + + + - - +
F.7.2 + + + - - +
F.7.3 + + + - - +




Annexes 02 :

Résultats de 1’antibiogramme

NA | AM | CTX | DA

TE

AX | AUG

K

F

ATB | GM | CT | C30

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21

22
23
24
25
26
27

28

29
30
31

32

33

34
35

36

37

38
39

40

41

42

43

44
45

(Sur 45 boites)

R : résistante

: intermédiaire

S : sensible



Annexes 03

7

éries

Valeurs critiques des diametres des zones d’inhibition et des CMI pour Entérobact
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(en médecine vétérinaire)
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Annexe 04:
Produits de laboratoire :
1-Eau salée au tryptone (TSE)
2-Alcool 96° (éthanol)
3-Eau physiologique 0,9%
4-Huile de vaseline stérile
5-Reactif de Kovacs.
6-Ecouvillons
7-Fuchsine
8-Lugol
9-Disques d’antibiotique.
Verreries et appareillage :
Pince
Autoclave.
Etuve a 37°C.
Etuve a 44°C.
Bain marie pour la liquéfaction des milieux et surfusion.
Le four Pasteur pour la stérilisation du matériel.
Le Stomacher pour le broyage et ’homogénéisation.
Agitateur.
Bec benzene.
Micropipette.
Balance de précision pour la pesee.
Pots stériles.
Pipettes Pasteur stériles.
Anse de platine.
Ecouvillons stériles.
Boites de Pétri.
Tubes a essai stériles.
Pied a coulisse.
Lames propres.

Microscope photonique.



Annexe 05 :

Principe de la norme V08-017

Dénombrement des colonies caractéristiques d’E.coli sur milieu gélose a 1’éosine et au bleu
de méthyléne (EMB), ainsi leur confirmation biochimique grace aux tests IMVIC (indole,
rouge de méthyléne, VVges-Proskauer, citrate de Simmons).

Principe de la norme V08-060

Dénombrement des colonies caractéristiques des coliformes thermotolérants sue gélose
lactosée biliée au cristal violet et rouge neutre (VRBL) dans tous les produits destinés a la
consommation humaine ou a I’alimentation animale par comptage des colonies obtenus en

milieu solide apres incubation a 44°C.



Milieux de culture et réactifs :

Annexe06 :

e L’eau physiologique tryptone (TSE)

Composition :

NACL 8a9g
Eau distillée 1000ml
Tryptone 19

e VRBL

Composition :

Pour 1 litre de milieu :

- Peptone pepsique de viande ..........
- Extrait autolytique de levure .........
- LaCtOSe wooviiiecei
- Sels biliaires.......ccooeveveiineicen,
- Chlorure de sodium ..........cccccevnene
- Rouge neutre.........ccccovvvenviieniienns
- Cristal violet ...,

- Agar agar bactériologique..............

pH du milieu prét-a-I’emploi a 25°C : 7,4 +0,2.

e Geélose nutritive
Composition :

Ce milieu convient a la culture des bactéries ne présent pas I’exigences particulieres,

on I’utilise pour I’isolement d’un germe afin d’assurer sa pureté.

Peptone................oool
Extrait de viande............

Ph=7




e gélose nutritive (GN) ordinaire

Composition :
Extrait de viande
Peptone
Agar-agar

Eau

3,09

5,09

12 a 18g

(Selon prescriptions du fabricant)
1000ml

e Milieu EMB

Composition :

Peptone

Lactose

Monohydrogénophate de potassium
Eosine

Bleu de méthylene

Agar-agar

Eau

10g

10g

29

0,49
0,0625
12 a18g
1000ml

e Milieu Urée-Indole

Composition :
L-tryptophane...................... 39/l
Phosphate dipotassique........... 1g/1

Phosphate monopotassique...... 1g/1

NaCL.......cooooviiiiiiii, 5¢/1
Urée...oooiiiiiiiiiieieeeen, 20g/1
Rouge de phénola 1%......... 2,49/
Alcool 8 95%.........ccccvereeunnnn. 10ml
Eau distillée......................l. 1L




e Milieu citrate de simmons

Composition :
Ammonium dihydrogenophosphate ........ g
Phosphate dipotassique........................ lg
Chlorure de sodium..........................e. S5¢g
Citrate de sodium................cooviinvinnnnn. 2g
Sulfate de magnésium..............cooeun...e. 0,2g
Bleu de bromothymol..................... 0,08g
AGAT. ..o, 18¢g
Eau.........o 1000ml

e EAU PEPTONE EXEMPT D’INDOL :

Composition...................... g/l

Peptone trypsique de caséine.....10

Eau permutée ............. 1000 ml

e Hajna-Kliger

Composition :
Extrait de viande de beeuf
Extrait de levure 3/l
Peptone 39/l
NaCl 20g/1
Citrate ferrique 5¢/1
Thiosulfate de sodium 0,3g/l
Lactose 0,39/l
Glucose 10g/1
Rouge de phénol 1g/1
agar 0,05¢/1
12¢/1




Milieu pour ’antibiogramme :

e Mueller-Hinton
Extrait de viande......................... 3g
Hydrolysant acide de caséine......17,5g

Amidon................oeviiiiineenn 1,5g



Résumé :

Le maintien de I’équilibre de la flore digestive est un soutien important pour la santé de la volaille
en raison de sa sensibilite, surtout, aux maladies bactériennes. Les antibiotiques, traitement de choix
pour ces infections, peuvent présenter un risque de sélection de I’antibiorésistance. L’objectif de
cette étude est de rechercher et de dénombrer les Escherichia coli chez le poulet de chair et
d’évaluer leur d’antibiorésistance vis-a-vis de 12 molécules d’antibiotique. Les analyses
bactériologiques ont été réalisées par des méthodes microbiologiques AFNOR et 1SO. Ce travail a
été effectué a partir de 36 écouvillons, quiont servi a obtenir des fientes au niveau du cloaque des
animaux et préparer 14 pools de deux élevages dans la région de BBA. Le profil de
I’antibiorésistance de 45 souches d’E. coli isolées et identifiées a été réalisé par I’antibiogramme
selon la méthode de diffusion de disques sur gélose Muller Hinton selon les normes du NCLLS
recommandées par 'OMS et la standardisation a 1’échelle nationale en médecine humaine et
veterinaire. Nos résultats ont montré une évolution de la flore colibacillaire un peu basse avec un
faible taux d ’E. coli par rapport aux taux cités dans certains travaux de recherche. Ceci indique une
utilisation arbitraire, abusive et anarchique des antibactériens. En effet, la résistance des souches a
été multiple pour les différentes molécules d’antibiotiques. Les conséquences mises en évidence
signalent la nécessité d’éviter la surmédicalisation, notamment en antibiotique au risque de troubler
la flore digestive encore plus et d’augmenter la résistance des cellules bactériennes avec les
transferts génétiques, de plus il clairement décrit dans plusieurs études que cette resistance est
souvent associee génétiquement a divers caracteres de virulence. Aussi, il faut donner un régime
alimentaire adapté avec des alternatifs aux antimicrobiens et faire appel a un antibiogramme

systématiquement en cas d’infection par les colibacilles afin de prescrire la molécule de choix.

Mots clés : E. coli, antibiotique, antibiorésistance, poulets de chair.



Summary

Maintaining the gut flora balance is an important support for the health of poultry because of its sensitivity,
especially to bacterial diseases. Antibiotics treatment of choice for these infections may present a risk of
selection of antibiotic resistance. The objective of this study is to search and the number of Escherichia coli
in broiler and assess their antibiotic resistance vis-a-vis 12 antibiotic molecules. Bacteriological analyzes
were conducted by AFNOR and ISO microbiological methods. This work was carried out from 36 swabs,
which were used to obtain droppings at the cloaca of the animals and prepare 14 pools of two farms in the
region BBA. The profile of antimicrobial resistance of 45 E. coli strains. coli isolated and identified was
directed by susceptibility testing according to the disk diffusion method on Muller Hinton agar according
NCLLS standards recommended by WHO and standardization nationally in human and veterinary medicine.
Our results showed an evolution of flora colibacillosis a little low with a low-E. coli from the rates cited in
some research. This indicates an arbitrary, abusive and uncontrolled use of antibacterial agents. Indeed, the
resistance of the strains was multiple different molecules for antibiotics. The impact report highlighted the
need to avoid over-medicalization, including antibiotic likely to disturb the digestive flora even more and
increase the resistance of bacterial cells with genetic transfers, more clearly described in several studies
that resistance is often associated genetically to various virulence traits. Also, you must give a suitable diet
with alternative and antimicrobial susceptibility testing to use systematically in case of infection with E. coli
in order to prescribe the molecule of choice.

Keywords: E. coli, antibiotic, antibiotic resistance, poultry
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