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Introduction

La filiere avicole en Algérie est I'une des activités les plus importantes en ce
gu’ elle représente comme apport protéque et également source de revenu de beaucoup de
familles (Zoubara, 2011).

En raison de la croissance démographique, une augmentation de la consommation
des produits avicoles est fortement remarquée avec une diversité de producteurs, lafiliére «
ponte » arrive a couvrir la demande de la population algérienne en ceufs. Aprés une longue
période d’ importations des ceufs de consommation (3 milliards d’ unités en 1980), I’ Algérie
aproduit 3,8 milliards d’ ceufs en 2007. Ce sont 16 380 000 poules pondeuses réparties en
effectifs variant de 2400 a 15 000 sujets et bénéficiant de conditions spécifiques et d’un
apport conséquent en aliment, eau et en prophylaxie sanitaire et médicale qui ont réaliseé
cet exploit (M eziane, 2011).

Les ceufs de poule est I’ un des aliments les plus polyvalents, contenant des protéines
et des lipides; en outre, I'ceuf est largement utilise comme ingrédient dans l'industrie
alimentaire. Environ 30% de la consommation totale d'ceufs est sous la forme de produits
transformés (Garcia et al., 2015).

Les ceufs ont une grande valeur nutritive, le blanc comme le jaune sont riches en
protéines de haute valeur (plus de 10 % de leur poids) (Van Eekeren et al., 2006) , ils
fournissent des protéines completes de haute qualité contenant tous les acides aminés
essentiels nécessaires a la santé humaine, ainsi que des quantités importantes de diverses

vitamines et minéraux (Yang et al., 2015).

Depuis les années 50, l'usage vétérinaire des antibiotiques sest répandu
paralélement a |’ antibiothérapie humaine. L’ utilisation vétérinaire des antibiotiques dans
les élevages est de trois ordres, thérapeutiques, prophylactiques et zootechniques
(Tatsadjieu Ngoune et al., 2009).

L es antibiotiques utilisés comme promoteurs de croissance administrés a des faibles
doses dans I’alimentation animale, ont un effet préventif sur certaines infections
bactériennes (Sanders, 2005). Ils augmenteraient la disponibilité des nutriments et de
I”énergie pour I'animal par la réduction de production de molécules toxiques, comme

I’ammoniague entrainant en retour une diminution du taux de renouvellement de

.
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I’ épithélium intestinal (c’est a dire, une diminution de I’ éaisseur de la paroi intestinale),
ce qui favoriserait une meilleure absorption (Perrin-Guyomard et al., 2001).

Les antibiotiques qui peuvent étre utilisés a titre thérapeutique curatif ont un
objectif majeur qui est celui d’ obtenir la guérison des animaux cliniquement malades et
d éviter lamortalité. Le traitement a aussi pour effet de réduire la souffrance et de restaurer
la production (Chauvin et al., 2006).

Lorsgu’une infection collective trés contagieuse se déclare dans un éevage,
I”ensemble du groupe d’animaux est traité. Les sujets qui sont exposés mais ne présentent
pas encore de signes cliniques (sains ou en incubation) font donc |’ objet d'un traitement en
méme temps que ceux qui sont d§a malades. Cette pratique est qualifiée de métaphylaxie.
Elle permet de traiter les animaux soumis a la pression infectieuse alors qu'’ils sont encore
en incubation ou lorsgue les manifestations cliniques sont trés discrétes (Chauvin et al.,
2006).

L'évolution de [I'utilisation des antibiotiques en médecine vétérinaire a
considérablement amélioré |’ état sanitaire des animaux (Perugini et al., 2005). Mais cela
crée une pression de sélection favorable au développement des bactéries résistantes
(Sanderset al., 2011). Ce probleme de résistance bactérienne aux antibiotiques est devenu
un sujet de préoccupation croissant pour le grand public et a fait I’objet d’'un intérét

scientifique accru. (Moritz , 2001).

Larelation entre |'utilisation des antibiotiques et |e développement de la résistance
est un phénoméne complexe (Sanders, 2005).des données expérimentales,
épidémiologiques et moléculaires indiquent cependant un rapport entre |’ utilisation des
antibiotiques et |I’émergence de souches bactériennes résistantes chez les animaux, puis
leur propagation a I’homme, notamment par la chaine alimentaire (Moritz, 2001). Cette
émergence de la résistance chez les bactéries pathogéenes pour I'homme et I'animal est le
résultat de plus de 50 ans d' usage de ces antibiotiques avec une mauvaise compréhension

de I’impact écologique de leur usage sur la microflore bactérienne (Sander s, 2005).

L’usage d’'un antibiotique dans un élevage sur un lot d’animaux est effectivement
un facteur de risque de sélectionner une souche résistante au méme antibiotique. Cet usage
est aussi un facteur de risque sélectionner des souches résistantes a d autres familles

d antibiotiques. Ce phénomeéne est associé au fait qu’ une souche bactérienne peut porter

Y
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des genes de résistance a différentes familles d’antibiotiques (multi-résistance). L’usage
d'un antibiotique co-sdlectionnerait la résistance aux autres familles d’ antibiotiques,
contribuant ainsi  a enrichir progressivement la population bactérienne de souches multi-
résistantes. Quel que soit I’ antibiotique utilisé, il contribue globalement a la sélection de
souches résistantes ( Sanderset al., 2011).

Le phénomene de la résistance bactérienne aux antibiotiques augmentent
régulierement, et constituent un véritable probleme de santé publique pour lequel la
communauté scientifique et médicale international e se mobilise. L’ émergence des bactéries
résistantes peut causer des maladies qui ne se laissent plus traiter par un antibiothérapie
(Faure, 2010).Le développement rapide de la résistance aux céphal osporines a été observé
chez les entérobactéries dans le monde entier, cette résistance est principal ement basée sur
la production d’enzymes dites des « fB-lactamases a spectre étendu (BLSE) » (Dierikx et
al., 2010).

La microflore intestinale des animaux peut constituer un réservoir de bactéries
antibiorésistantes capables d’'infecter ou de coloniser les hommes par |a chaine alimentaire.
Ces souches sont fréquemment présentes chez les animaux destinés a la consommation
humaine, y compris chez les volailles (Moritz, 2001), et I’éimination avec les matiéres
fécaes de quantité importante de bactéries résistantes peut également favoriser cette

dissémination dans |’ environnement (Levy et al., 1990).

Les béta-lactamases a spectre éendu (BLSE) sont des enzymes qui hydrolysent
I’ensemble des pénicillines et les céphaosporines a I'exception des céphamycines
(céfoxitine, céfotétane) du moxalactame et des carbapénémes. Les premieres BLSE
dérivaient des pénicillinases de type TEM ou SHV-1 par mutation ponctuelle.De nouvelles
BL SE non dérivées des pénicillinases ont émergé : les céfotaximases de type CTX-M et les
ceftazidimases de type PER, GES et VEB (Doit et al., 2010).Les taux d'incidence des
entérobactéries productrices de BLSE de maniére générale ont beaucoup augmenté depuis
le début des années 2000 (Haut conseil de la santé publique, 2010). Les B-lactamases a
spectre étendu continuent d’'étre un probléme mondia et sont de plus en plus souvent
rencontrées, notamment en ville. En 2002, En France par exemple, moins de 1% des
souches d Escherichia coli avaient une BLSE. En 2006, elles représentent 1 a 5 % des
souches. Le méme phénomeéne est observé avec Klebsiella pneumoniae (Carole, 2008).
E.coli est devenue progressivement depuis le début des années 2000 |’ espece bactérienne

s
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la plus concernée par I’ émergence de nouvelles -lactamases a spectre éendu (BLSE) : les
CTX-M. enzymes inactivant la plupart des p-lactamines (Haut conseil de la santé
publique, 2010).

Des études ont montré que la coquille est plus fréguemment contaminée que le
jaune ou le blanc d' ceuf, les produits a base d'ceuf sont moins souvent contaminés, grace
aux traitements thermiques que ces produits subissent. 1l est évident que les contaminations
des ceufs sont fortement influencées respectivement par les conditions hygiéniques et par la
réfrigération des ceufs (Van Immersed et al., 2005).

En ce qui concerne la contamination de surface, les coquilles d'ceufs sont difficiles a
échantillonner pour une estimation précise de la charge microbienne. Ceci est la raison
pour laquelle plusieurs méthodes pour la récupération des micro-organismes ont été
proposees. La population bactérienne aérobie totale sur la coquille des ceufs non
transformés pourrait étre estimé a environ log 10*-10° UFC/ceuf, avec entérobactéries
représentant les niveaux de log 10%% 410 2% UFC/eeuf (DelaHoz et al., 2009).

Les micro-organismes peuvent contaminer les ceufs a différents stades, de la
production a la transformation a la préparation et la consommation (De Reu et al., 2006).
La contamination des ccufs au stade de production peut s effectuer par deux voies soit
horizontale a travers la coquille de I'ceuf a pour origine la contamination fécale, elle
comprend aussi la contamination par les vecteurs ambiants (Castagnos, 2003). Méme s'il
est difficile pour les bactéries de se déplacer dans une coquille d'ceuf intact de bonne
qualité, les rapports antérieurs indiquent que les petits défauts de la coquille d'ceuf peuvent
fournir des moyens pour |es especes bactériennes prédominantes sur la coquille d'ceuf pour
pénétrer la coquille et se déplacer dans le contenu des ceufs (De Reu et al., 2006). La
deuxieme voie est la voie verticale seffectue suite a I'infection du systéme de
reproduction de la poule pondeuse ; il est également possible que cette contamination ait
lieu directement dans e jaune d’ ceuf, le blanc d’ ceuf, la membrane interne de la coquille ou
la coquille méme avant la ponte de I’ceuf (Van Immersed et al., 2005). Cette derniere
est considérée comme la voie principale de contamination par Salmonella elle est plus
difficile & maitriser, tandis que la transmission horizontale peut étre réduite de maniere

efficace par |le nettoyage et la désinfection de I’ environnement (Castagnos, 2003).

Y
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En Algérie, le suivi de I’évolution de la résistance aux antibiotiques chez les
animaux n’'est pas pris en charge par un organisme officiel. Actuellement, quelques études
sont publiées sur ce sujet, des études de Hammoudi et Aggad, (2008) et Aggad et al.
(2010) sur I’antibiorésistance des E. coli pathogénes dans la région de I’ ouest d’ Algérie.
D’ autres équipes de recherches travaillent au niveau des universités d Oran, de Mentouri
de Constantine, de |’ Institut National Agronomique (INA) et de |’ école vétérinaire de Blida
sur I’ antibiorésistance des bactéries commensales (Behira, 2012).

Actuellement, il existe aucune publication nationale sur la recherche des souches
productrices de BLSE dans les ccufs de consommation, et certaines publications
internationales existent sur ce sujet parmi elles celle d Egea et al., (2011) .Il est donc
indispensable de disposer des données sur cette résistance .C'est dans cette optique que
nous proposons la recherche de souches d’entérobactéries résistantes aux antibiotiques

isol ées dans les ceufs de consommation dans lawilaya de Bejaia.

Pour cela, nous avons adopté une méthodologie durant laquelle des échantillons
sont collectés au niveau de cing régions différentes de la wilaya de Bejaia. Une étape
disolement et d'identification des souches d entérobactéries suivie d' une étude de leur

sensihilité vis-a-vis cing familles d’ antibiotiques est réalisée.




Matertel et methodes



Matériel et méthodes

I. Echantillonnage et isolement

Notre étude est effectuée au niveau du laboratoire de Microbiologie de I’ université
de BEJAIA. Durant la période alant du mois de Mars jusqu’ au mois d’avril 2015, des
ceufs de consommation de cing régions différentes de la wilaya de Begjaia sont collectés.
Les informations concernant chaque échantillon collecté sont représentées dans le tableau

ci-dessous :

Tableau N°I : Les informations notées lors des prél évements.

N °du prélévement N°1 N°2 N°3 N°4 N°5 N°6
Date de 24/03/2015 29/03/2015 12/04/2015 13/04/2015 19/04/2015 21/04/2015
prélevement
Lieu Bejaia Akbou Sidi —Aich Beni-Maouche El-Kseur Bejaia

o échantillonnage | (Supermerchd) | (supermarché) | (supermarché) | (g porprongy | (Supermarche) | (mereheone

Nombre d' ceufs 30 30 30 30 30 30

Pour |’isolement des bactéries a partir de la coquille des ceufs, nous avons utilisé la
technique de Musgrove et al., (2006a, b) |égérement modifiée. Le contenu de chague ceuf
est débarrassé apres cassage de la coquille par un outil stérile de laboratoire. Ensuite la
surface interne de chaque coquille est lavée par |'eau physiologique stérile afin de se
débarrasser de I’ albumen, connu pour son activité antimicrobienne. Par la suite, la coquille

est écrasee entre les doigts et est transférée dans un tube Falcon de 50 mL.
[1. Enrichissement

Pour chague tube Falcon, contenant la coquille broyée, environ 20mL de bouillon

nutritif est gjouté. Les tubes sont ensuite incubés a 37°C pour une nuit.

[11. 1. Isolement dessouchesd’E. coli

Apres enrichissement, un milieu sélectif de bactéries a Gram négatif (Mac Conkey
ou EMB selon la disponibilit€), sans addition d antibiotique, est ensemence a partir de la
culture bactérienne. Les boites sont ainsi incubées a 37°C/18 a 24h. Ensuite, de chaque
prélevement, une colonie présomptive d étre E. coli (colonie seche et lactose positive) est

prise pour de plus amples tests.

)
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IIl. 2. Isolement des souchesd’entérobactériesreésistantes aux C3G

A partir des bouillons des cultures positives, un milieu séectif de bactéries a Gram
négatif (Mac Conkey ou EMB selon la disponibilité), additionné de 1lug/mL de
céfotaxime, est ensemencé par 100uL de la culture bactérienne. Les boites sont ainsi
incubées a 37°C /18 a 24h. Ensuite, de chaque prélévement, une seule colonie présomptive

d’ étre une entérobactérie est prise pour de plus amples tests.

[11. 3. 1solement des souchesd’entérobactériesreésistantes aux carbapénémes

A partir des bouillons des cultures positives, un autre enrichissement sur bouillon
nutritif additionné d'un demi-disque d’ertapénéme (Oxoide®,10ug) afin d avoir une
concentration de 0,5ug/mL a été réalisé (Nordmann et al., 2012). Ensuite, un milieu
sélectif de bactéries a Gram négatif (Mac Conkey ou EMB selon la disponibilité) est
ensemencé par 100pL de la culture bactérienne. Les boites sont ainsi incubéesa 37°C/18 a
24h. Ensuite, de chague préévement, une seule colonie présomptive d étre une

entérobactérie est prise pour de plus amples tests.

IV. Ildentification biochimique

Apres isolement et purification des souches, une galerie biochimique classique est
utilisée (selon Le Minor et Richard (1993)). Cette galerieaconsisté en :

= Utilisation du glucose, du lactose, la production de gaz et d’' H.S sur gélose TSI.

= Recherche de la nitrate-réductase sur bouillon nitraté.

» Recherche d uréase, production d’'indole, et d'une TDA sur milieu urée-indole.

» Etude du type fermentaire (réaction de Voges-Proskauer et Rouge de Méthyle) sur
milieu Clark et Lubs.

= Utilisation du citrate sur milieu citrate de Simmons.

(La composition de ces milieux est donnée en Annexe N°I).

V. Antibiogramme standard

Toutes les souches d’ entérobactéries obtenues a partir des trois types d'isolement
ont fait I’objet d'un test de sensibilité aux antibiotiques par antibiogramme standard.
L’ antibiogramme standard par diffusion sur gélose Mueller Hinton est réalisé selon les
recommandations de CL S| vétérinaire (2013).
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*  Milieu
Géose Mudler Hinton d’une épaisseur de 4 mm (20 mL) est utilisée.
* |noculum

A partir d'une culture pure de 18-24h sur milieu d'isolement, des colonies bien
isolées et parfaitement identiques sont prélevées a |’ aide d’ une anse, puis déchargées dans
5 mL d eau physiologique stérile a 0,9% et bien homogénéisée afin d obtenir une opacité
équivalente 20,5 Mc Farland ou a une D.O de 0,08 2 0,10 lue a 625nm (10 8 UFC/mL).

*  Ensemencement

Un écouvillon stéril est imbibé dans la suspension bactérienne, puis essoré en le
pressant fermement sur la paroi interne du tube afin de décharger le maximum. Ensuite,
I”écouvillon est frotté sur la totalité de la surface gélosée, séche, de haut en bas, en stries
serrées. L’ opération est répétée deux fois, en tournant la boite de 60° a chaque fois sans
oublier de faire pivoter I’ écouvillon sur lui-méme et passant sur la périphérie de la gélose.
Dans le cas ou I’on ensemence plusieurs boites de Pétri, il faut recharger I’ écouvillon a

chague fois.

*  Application des disques d’antibiotiques

Chaque disgue d'antibiotique (Oxoide®) est déposé a I’aide d'une pince afin de
S assurer de son application. Laliste des d antibiotiques testé est donnée en Annexe 1.

Apres incubation a 37°C pour 18h, les diametres des zones d'inhibition sont
interprétés en sensible (S), intermédiaire (1) ou résistant (R). Il est anoter que les diamétres
des zones d'inhibition sont interprétés selon les criteres définis par CLSI vétérinaire
(2013), a I’ exception de céfépime et I’ ertapénéme pour lesquels le CLSI (2010) est utilisé

vue qu'ils sont des antibiotiques a usage non vétérinaire.
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VI.  Recherche de p-lactamases a Spectre Elargi (BLSE)

VI1.1. DD- test (Test de synergie)

La production d' une B-lactamase & spectre élargi a été détectée par |’ épreuve de
synergie qui consiste a placer des disques de céphalosporine de troisiéme génération
(céftiofur) et de quatriéme génération (céfépime) (30 pg chacun) a une distance de 20 mm
(centre a centre) dun disque daugmentin (amoxicilline/clavulanate) (20/10 pg).
L'augmentation de la zone dinhibition entre le disque d’augmentin et les disques de
céphalosporines indique la production d’ une BLSE (Jarlier et al., 1988 modifié).

V1.2. DD-Test sur gélose ala cloxacilline

La présence d'une BLSE peut étre masquée par la production dune
céphalosporinase, induite par le clavulanate chez les souches productrices de cette enzyme
tel qu'il est le cas pour Enterobacter cloacae. Afin d'inhiber |’ activité céphal osporinase, le
test de synergie est refait sur gélose Mueller Hinton additionnée de cloxacilline (250
ug/mL). La comparaison des diamétres d'inhibition entre les boites avec et sans
cloxacilline permet de mettre en évidence la présence d' une BLSE ou |” hyperproduction de
céphalosporinase (Giraud-morin et Fosse, 2008).
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I.  Echantillonnage

Au total, 180 ceufs de consommation sont collectés de six marchés ou
supermarchés, de 5 différentes régions de la wilaya de Bgjaia. Le prélévement a concerné
uniquement la coquille des ceufs et est effectué par la technique d écrasement. La
répartition des marchés collectés de la wilaya de Bejaia et |e nombre de prél evements par

marché sont présentés dans e tableau dessous :
II.  Isolement dessouchesd’E. coli

Pour chague prélévement, une colonie présomptive d' étre E. coli sur milieu sélectif
est isolée et purifiée. Une souche présente les résultats ci-dessous est considérée une
souche d’'E. coli. Les résultats d'identification des souches d’'E. coli sont présentés en

AnnexesN° V.

Tableau N°II : résultat de la galerie biochimique

Test Glucose | Lactose | CO2 | H2S | Idole44°C | Uréase | Nitrate réductase

Reésultat + + + - + - +

Sur le nombre total des ceufs de consommation collecté au cours de cette éude, 61
souches d’'E. coli sont isolées. Le taux d'isolement d'E. coli a partir des ceufs de
consommation est de 34% (61/180).

[11.  Sensibilité des souchesisolées
[11.1. Sensibilité des souchesd’E. coli aux antibiotiques

Sur le nombre total de souches d'E. coli isolées, |'antibiogramme standard par
diffusion sur gélose Muller Hinton, réalisé en testant 8 antibiotiques, arévélé que les taux
de résistance aux antibiotiques varient entre 1.63 et 98.36%. La préva ence de larésistance

aux antibiotiques des souches d'E. coli est présentée par lafigure ci-dessous.

-
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Antibiotiques

AMP : Ampicilling, CN : Gentamycine, ENR : Enrofloxacine, UB : Fluméquine,
TE : Tétracycline, FEP : Céftiofur, EFT : Céfépime.

Figure N°01 : Sensibilité des souches d'E.coli vis-a-vis des antibiotiques testés

D’apres la figure N°1, nous constatons que les taux de résistance les plus
importants, chez les souches d’E. coli rapportées des ceufs de consommation au cours de la
présente investigation, sont observés pour la gentamycine (CN) et latétracycline (TE) avec
des taux de résistance de 98.36% et 68.85%, respectivement. Des taux de résistance de
49.18% et de 39.34% sont observeés pour I’ampicilline (AMP) et I’amoxicilline-clavulanate
(AMC), respectivement. Cependant, des taux de résistance faibles sont observés vis-a-vis
les céphalosporines (EFT et FEP). La résistance aux quinolones (UB) et fluoroquinolones

(ENR) est également observée parmi ces souches d' E. coli avec un taux de 11.47%.
IV. Prévenance desouchesd’ entérobactériesrésistantes aux C3G

Sur le nombre total des ceufs testé, seulement 6 ceufs éaient positifs pour la
présence des entérobactéries résistantes aux céphalosporines de troisieme génération
(céftiofur) dont deux souches étaient obtenues par isolement sur milieu de sélection des
bactéries a Gram négatif additionnée de 1ug/mL de céfotaxime. Il est a noter que d’ autres
souches d’ entérobactéries résistantes au céftiofur sont obtenues sur gélose non additionnée
d antibiotique et celle de I’isolement des souches résistantes al’ ertapéneme. La prévalence
totale de la résistance au céftiofur parmi les souches d’ entérobactéries, dans les ceufs de

consommation, est donc de 3.3% (6/180).
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Les résultats d'identification ont révélé : deux souches d'E. coli et quatre souches

d E. cloacae.
VI.1. Recherche de p-lactamases a spectre élargi (BLSE) par DD-test

La recherche de BLSE parmi les souches d entérobactéries résistantes aux céftiofur
arévélé que deux souches sont productrices de BLSE (présence d’ image de synergie). La
figure N° 2 illustre un DD-test positif chez les souches d'E. coli P1C10 et P2 C30E .

Figure N° 02: Résultats d’un DD-test positif.

Les résultats du DD-test ainsi que les profils de résistance aux B-lactamines, des

souches résistantes au céftiofur, sont montrés par le tableau N° 111.

Tableau N° |11: Tableau récapitulatif des profils de résistance aux p-lactamines des

souches d’ entérobactéries résistantes au céftiofur.

Code | ldentification | AMP | AMC | EFT FEP BLSE ETP
P1C10 |E. coli R R R I + /
P1 C13E |E. cloacae R R R R - /
P1C8 X |E. cloacae R R R S - S
P2 C20 E | E. cloacae R R R S - S
P2 C30E | E. cali R R R R + S
P2 C9 X |E. cloacae R R R S - S

AMP : Ampicilline, AMC :amoxicilline/clavulanate FEP : Céftiofur, EFT : Céfépime ,ETR :Ertapénéme

Il est a noter que 2/6 des souches d’ entérobactéries résistantes au céftiofur sont
résistantes aux céphalosporines de quatrieme génération (céfépime) mais aucune souche

N’ est résistante au carbapéneme (ertapénéme).
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V1.2. DD-Test sur gélose ala cloxacilline

Les souches d entérobactéries résistantes au céftiofur et/ou au céfépime et n’ayant
pas présenté une synergie avec le DD-test sont testés sur gélose additionnée de
cloxacilline a 250pug/mL. Les souches ayant présenté une récupération des diametres des
zones d'inhibition d’au moins 6 mm sont considérés des souches hyper productrices de
céphalosporinases. Le résumeé de DD-test sur gélose ala cloxacilline est représenté par le
tableau 1V.

Tableau N°IV : Tableau comparatif des diametres des zones d’inhibition sans et avec

cloxacilline

Sans cloxacilline Avec cloxacilline

Code AMC FEP EFT FOX AMC FEP EFT FOX

P1 C8X 8 |[R| 23 |1 |10 |R| O |[R| 9 |[R| 2 |S| 11 R| O |R

P2C20E 0 R| 30 |S| 14 R| O |R 0 R| 3 |S| 14 |[R| 0O |R

P2CX| 9 |R| 25 |S|11 R| O |[R| 9 |[R| 28 |S| 18 |[R| O |R

AMC :amoxicilline/clavulanate FEP : Céftiofur, EFT : Céfépime, FOX : céfoxitine

D’ apres les résultats du test ala cloxacilline, seule la souche d’E. cloacae (P2 C9X)
qui a présenté une récupération de 6 mm dans le diamétre de la zone d'inhibition pour le
céftiofur et avec absence de production de BLSE (absence de synergie). Cette souche (P2
C9X) est donc hyper productrice d’une céphal osporinase (case) chromosomique. Les deux
autres souches n'ont pas présenté une récupération dans les zones des diamétres
d'inhibition. L’ hyper production d’une case plasmidique aurait pu étre confirmée en
augmentant la concentration de la cloxacilline &4 500ug/mL.

V1.3. Résistance aux autres familles d’antibiotiques des entérobactéries résistantes au
céftiofur

Les souches d’ entérobactéries résistantes au céftiofur ont également présenté une
résistance aux autres familles d antibiotiques telles que les quinolones, aminosides et
tétracycline. Le tableau dessous résume le profil de résistance des souches

d’ entérobactéries résistantes au céftiofur vis-a-vis d autres familles d’ antibiotiques.
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Tableau N° V: Tableau récapitulatif des profils de résistance aux autres familles

d antibiotiques des souches d’ entérobactéries résistantes au céftiofur .

Code Identification ENR UB CN AK TE
P1 C10* |E. coli R R R / R
P1 C13 E* | E. cloacae R R R S R
P1 C8 X* |E. cloacae I I R S R
P2 C20E | E. cloacae S S R S S
P2 C30E* |E. coli I S R S R
P2 C9 X |E. cloacae S S R S S

*une bactérie multi résistantes (BMR), ENR : Enrofloxacine, UB : Fluméquine, CN : Gentamycine, Ak : Amikacine,
TE : Téracycline

D’ apres le tableau ci-dessus, on remarque gue toutes les souches d’ entérobactéries
résistantes au céftiofur sont également résistantes a la gentamycine. Il est aussi a signaler
gue 4 souches d’ entérobactéries sont des bactéries multi résistantes (résistance a plus de

deux familles d antibiotiques).

V. Isolement de souchesd’entérobactériesrésistantesal’ ertapénéme

Au cours de la présente investigation, sur le nombre total des ceufs dépistés, aucune

souche d’ entérobactérie n’ est résistante al’ ertapéneme.
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Depuis leur découverte dans les années 1940s, les antibiotiques sont largement
utilisés en médecine humaine et vétérinaire. Cependant, plusieurs pathogenes humains et
animaux ont développé une résistance a ces molécules (Costa and al., 2011). Les bactéries
résistantes aux antibiotiques sont souvent isolées a partir des denrées aimentaires y
compris la viande du poulet de chair et les ceufs de consommation a travers le monde.
Néanmoins, peu d attention est donnée a la résistance aux antibiotiques des bactéries
isolées des ceufs de consommation en Algérie ou les conditions d’ hygiéne sont peu ou pas
respectées.

Durant la présente étude, 180 ceufs de consommation sont inclus dans I’ étude de la
résistance aux antibiotiques et la recherche des entérobactéries productrices de f-
lactamases a spectre élargi  ou résistantes aux carbapénémes. Il est évident que les ceufs
sont naturellement contaminés soit au moment de la ponte par la flore fécale soit
ultérieurement par le nid et les plumes ou au cours de leur transport.

Le genre Escherichia est |’ entérobactérie le plus isolé des ccufs de consommation
(Stepien-Pys$niak, 2010 ; Gole et al., 2013). E. coli est considérée comme le meilleur
indicateur de I’ évolution de la résistance aux antibiotiques dans un écosystéme donné (van
den Bogaard and Stobberingh, 2000). Elle est naturellement sensible a tous les
antibiotiques et se caractérise par sont aptitude a acquérir des mécanismes de résistance a
des antibiotiques habituellement actifs, pouvant parfois apparaitre en cours
d antibiothérapie (Lavigne et al., 2002).

Au cours de cette étude, les souches d’'E. coli isolées, ont présenté les taux de
résistance les plus élevés vis-avis de la gentamycine et la tétracycline suivi par la
résistance al’ampicilline et amoxicilline/clavulanate. De tres faible taux de résistance aux
quinolones est également observée, mais les antibiotiques vis-a-vis desguels les souches
d E. coli restent plus ou moins sensibles sont |es céphal osporines et |es carbapénémes.

Ces résultats corroborent majoritairement plusieurs travaux antérieurs et qui ont
rapporté gque la résistance aux pénicillines et tétracycline est commune chez le poulet de
chair (Miranda et al., 2008; Jasson et al., 2009; Persoons et al., 2010) et la poule
pondeuse (Oosterik et al., 2014). En plus, Musgrove et al., (2006) rapportent les taux de
résistance les plus élevés vis-avis de la tétracycline (29.9%) et la gentamicine (3.1%),
chez les souches d'E. coli isolées de la coquille des ceufs de consommation. Belmahdi

(2010) a rapporté également des taux de résistance élevés alatétracycline et I’ampicilline

£
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(81% et 68%, respectivement), mais un taux de résistance trés faible a la gentamicine
(0.81%) chez les souches d E. coli isolées du poulet de chair dans lawilaya de Bejaia.

La raison de cette résistance élevée pourrait étre expliquée par une utilisation non
rationnelle des antibiotiques en élevage des poules pondeuses. Les antibiotiques sont
normalement rarement utilisés chez la poule pondeuse pour deux raisons: d'une part les
infections surviennent rarement compare au poulet de chair et d’ autre part vue le risque de
transmission des résidus d’ antibiotiques vers le consommateur via |’ ceuf. Cependant, au
cours de leur édevage (avant la maturité sexuelle), les poules peuvent recevoir des
antibiotiques et par conséquent la résistance pourrait se développer et persister dans leur
tube digestif (Oosterik et al., 2014).

Malgré le taux de sensibilité élevé qui a été noté aux céphalosporines, chez les
souches d'E. coli, un nombre restreint de souches d’ entérobactéries (6) ont présenté une
résistance au céftiofur. Parmi elles, deux souches d’E. coli sont productrices de BLSE
selon le résultat du test de synergie (DD-test). L™ hyperproduction d une céphal osporinase
chromosomique pourrait aussi étre al’ origine de la résistance au céftiofur chez les souches
d E. cloacae.

Notre étude a rapporter des souches productrices de BLSE dans les ceufs de
consommation. Par contre, Egea et al., (2011) ne rapportent, dans leur étude, aucune
souche productrice de BLSE a partir de la coquille des ceufs de consommation. Les BLSE
sont des B-lactamases plasmidiques capables d’hydrolyser non seulement les pénicillines
mais également les céphal osporines de 19¢, 2°™ (3 | exception des céphamicines), 3™ et
de 4°™ génération ainsi que |es monobactames (aztréonam) d’ ol leur nom & large spectre.
Elles sont inhibées par |’ acide clavulanique, sulbactmame, ou le tazobactame (Robberts et
al., 2009).

Les entérobactéries productrices de BLSE éaient, au début, associées aux infections
nosocomiales. Toutefois, elles sont actuellement de plus en plus rapportées en
communauté (Livermore et al., 2007) et les animaux producteurs de denrées alimentaires
(Smet et al., 2008). En revanche, la résistance a I’ ertapénéme (carbapénéme) n’est pas
révélé parmi les ceufs de consommation au cours de la présente étude. Une résistance a ces
molécules d’ antibiotiques est rapportée en Algérie en médecine humaine ( Bakour et al.,
2014).
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Durant notre travail, nous avons isolé 61 souches d’'E. coli a partir de 180 ceufs de
consommation. Ces souches ont présenté des taux de résistance aux antibiotiques qui varient
entre 1.63% et 98.36%. Les taux de résistances les plus élevées sont observés pour la
gentamycine (98, 36%), tétracycline (68,85%), ampicilline (49,18%) et en fin amoxicilline-
clavulanate (39.34%).

Six souches d entérobactéries éaient résistantes aux céphalosporines de troisieme
génération (ceftiofur) avec une prévaence disolement de 3.3% (6/180) dans les ceufs de
consommation. Parmi elles, deux E. coli sont productrices de BLSE et 4 souches sont des
bactéries multi résistantes (résistance a plus de deux familles d’ antibiotiques).

Aucune souche d’entérobactérie n’est résistante a |'ertapénéme dans les ceufs de
consommation, collectés au niveau de cing régions déférentes de lawilaya de Bejaia.

Les ceufs porteurs de bactéries résistantes aux antibiotiques constituent une menace
pour la santé publique, sachant qu’en Algérie, les ceufs ne subissent aucune désinfection ou
lavage avant leur vente.

Les résultats obtenus restent préliminaires car cette éude est limitée dans le temps et
dans |’ espace. Elle doit étre compl étée par d’ autres expertises a savoir :

v' L’éude de la transmission de la résistance bactérienne de la poule pondeuse vers
I’ ceuf.

v’ Etude les profils de résistance aux antibiotiques pour d’ autres bactéries autres que les
entérobactéries.

v' Etude I’environnement des fermes et des marchés pour cribler la présence des
souches rési stantes.

v’ Effectuer I’ échantillonnage a différents stade d’ élevage de transport.

v |l serait également intéressant pour une recherche ultérieure d’ élargir I’ étude dans le

temps et dans |’ espace.
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Annexe N°I

Composition des différents milieux de cultures utilisés (pour 1 litre d' eau

distillée)
Bouillon Clark et Lubs
Peptone trypsique de Viande. ... 59
Phosphate DIpotasSiQUE. .. ......ve e e e e e e e e e 59
o0 1S 59

pH fina : 7+0,2

Bouillon Eau Peptonée Exempte d’Indole

TIYPIONE. .. e e e e e e e ene22 . 100

Chlorure de SOdIUM... ... e e e e eae e ee e 2. D
pH fina : 7,2+ 0,2

Bouillon nitraté

LU ST o] g o= 7= U o T | 250.

NItrate A8 POLASSIUM. .. ..t et et e e e e e e e e e e e e e enns 10g.
pH fina : 7,2+0,2

Bouillon nutritif

Extrait deviande..........cooi i e e e DO

pH fina : 7



Gélose PCA (Plate Count Agar)

11157/ 010 TPt & o §

EXtrait deleVvUre. ... ..o 2,50.

GlUCOSE. . . .o e e e e e e e e e e 1g.

pH final : 7+0.2

Muller-Hinton

Infusion de viande de beeuf déshydrate.............coovieii i e e eene2.30

Hydrolysat de CaSiNe. .........c.vveeiiiiee e e e e e e e e e 17,50

AN ION. < e e e e 1,

Extrait deviande..........cooi i e 2,50

EXIr At e I OVUI. ..

ChlorUre de SOAIUM. .. ..ot e e e e e e e e e e e e e,

L@ = = =011 = 0,5¢.

Thiosulfate de SOTIUM... ... e e e e e e e e 0,59.



Urée-Indole

L-Tryptophane. .. .......oovirii e e e e e e e e ne e e 30

PhoSphate diPOtaSSIQUE. .. ... eu ettt e e e e e e e e e e e aeene 1g.
Phosphate MONOPOLASSIQUE. .. ... .. ee et et e e e e e e e e e e 1g.
Chlorure de SOOIUM. .. ... ce e e e e e e e e e e e e eans 5g.
L= 209
RoUGEAE PNENDL ... .. e e e 2,59

P ONE. .. e 10g
S 0 (0L 10g
Eosine........ 0,49
Bleu demEthylENe ... e 0,062g.
Hydrogénophosphate de potassiUm. .........c.uvius i e e 29.
A A e 159

PEDIONE. . . . e 20g
y o = | PPN 15¢g
I o (0T PP 10g
Chlorure de SOOIUM. .. ... ee e e e e e e e e e e e et e e e ete e aenaas 59
SEIS DTS, .. 1,59
ROUGE NEULTE. ... ...t e e e e e e e e et e e e e e e eaens 0.03g.

Cristal VIOIEL........o e e e eeeee02.0,0010.
pH fina : 7,1+0,2



Annexe N°lI

Composition desréactifs

Réactif de Voges-Proskauer (VP I)

o -naphtol.............ooo
Alcool a 90(qsP)....vvvvreereannnnnn.

Réactif de Voges-Proskauer (VPII)
NaOH4N.

o -NaPNLYIAMINE. .. ..o e e e e e e
Acide aCBiQUESBIN.. ... e e e e e

Réactif de Kovacs

ALCOOl @aMYHTIQUE. .. . e e e
Paradiméthylamino-benzaldéhyde... ..

Réactif de Nitrateréductase

—> Réactif deGriess| (NR )

Acide sulfanilique........................

ACIHE ACEHIQUE. .. .. et e e et e e e e

— Réactif deGriess|Il (NR11)

oL -NAPNEYIAMINE. .. ...
Acide acétique.............cccoviinnnnns

PH final :

TS 0111



Réactif de Tryptophane désaminase (TDA)

Soluté de perchloruredefer feCI3.......ccviiiiii i, 10ml.
Baudistillée...... ..o e 22220
Rouge de M éhyle(RM)

Eau bidistillée.........oovii e e 2 DOCC
Ethanol @dsolu. ... e e . DOCC
Rougede mEthyle..........cooiii i 0, 1g.



Annexe N°l 11

Familles et concentration des antibiotiques utilisés.

Famille Antibiotiques Charge

Amikacine AK : 30 png
Aminosides -
Gentamycine CN:10ug
AmoxicillinetAcide | AMC : 20+10ug
clavulanique

. Ertapéneme ETP: 10 ug
p-lactamines Ampicilline AMP : 10 pug
Céfepime FEP: 30 g
Ceéfliofur EFT : 30 ug

Fluoroquinolone Enrofloxacine ENR :5ug

Quinolones Fluméquine UB : 30 ug

Tétracyclines Téracycline TE : 30 ug




Annexe N°lV

LesRésultats d’identifications des souchesisolées sur EMB

N° de Codedela Indolea souche
P souche Souche lactose | glucose | CO2 | H2S 44°C

N°01 P1C10 + + - - + E.coli

N°02 P1C19 + + - - + E.coli

P01 N°03 P1C21 + + - - + E.coli
N°04 P1C22 + + - - + E.coli

N°05 P1C26 + + + - + E.coli

N°06 P2 C02 + + + - + E.coli

N°07 P2 C03 + + + - + E.coli

N°08 P2 C06 + + + - + E.coli

P°02 N°09 P2 C09 + + - - + E.coli
N°10 P2 C13 + + + - + E.coli

N°11 P2 C18 + + + - + E.coli

N°12 P3 C02 + + + - + E.coli

N°13 P3 C04 + + + - + E.coli

N°14 P3 C08 + + - - + E.coli

P°03 N°15 P3 C09 + + - - + E.coli
N°16 P3 C10 + + + - + E.coli

N°17 P3 C18 + + + - + E.coli

N°18 P3 C27 + + - - + E.coli

N°19 P4 CO1 + + + - + E.coli

N°20 P4 C02 + + + - + E.coli

N°21 P4 C03 + + + - + E.coli

N°22 P4 C04 + + + - + E.coli

N°23 P4 C05 + + + - + E.coli

N°24 P4 C06 + + + - + E.coli

N°25 P4 CO7 + + + - + E.coli

N°26 P4 C08 + + + - + E.coli

N°27 P4 C09 + + - - + E.coli

N°28 P4 C10 + + + - + E.coli

N°29 P4 C12 + + + - + E.coli

Po04 N°30 P4 C13 + + - - + E.coli
N°31 P4 C14 + + + - + E.coli

N°32 P4 C15 + + + - + E.coli

N°33 P4 C16 + + - - + E.coli

N°34 P4 C22 + + + - + E.coli

N°35 P4 C24 + + + - + E.coli

N°36 P4 C25 + + + - + E.coli

N°37 P4 C29 + + - - + E.coli

N°38 P4 C30 + + + - + E.coli

N°39 P5 C01 + + - - + E.coli

N°40 P5 C02 + + - - + E.coli

N°41 P5 C06 + + + - + E.coli

P°05 N°42 P5 C07 + + + - + E.coli
N°43 P5 C09 + + + - + E.coli

N°44 P5 C10 + + + - + E.coli

N°45 P5 C16 + + + - + E.coli

N°46 P5 C25 + + + - + E.coli

N°47 P6 CO1 + + + - + E.coli

N°48 P6 C03 + + + - + E.coli

N°49 P6 C04 + + + - + E.coli




P°06

N°50 P6 C05 + + + + E.coli
N°51 P6 C06 + + + + E.coli
N°52 P6 C09 + + + + E.coli
N°53 P6 C10 + + + + E.coli
N°54 P6 C11 + + + + E.coli
N°55 P6 C13 + + - + E.coli
N°56 P6 C15 + + + + E.coli
N°57 P6 C18 + + + + E.coli
N°58 P6 C20 + + - + E.coli
N°59 P6 C21 + + + + E.coli
N°60 P6 C23 + + + + E.coli
N°61 P6 C27 + + + + E.coli




Résumé

Le but de la présente étude était d’'une part d’évaluer le taux de résistance aux
antibiotiques et d’autre part de rechercher des souches d’entérobactéries productrices de [3-
lacatamases a spectre élargi (BLSE) et/ou résistantes aux carbapénemes dans les ceufs de
consommation. A cet effet, nous avons isolés 61 souches ' E. coli a partir de 180 ceufs
dépistés. Les souches d'E. coli isolées ont présentées une résistance importante a la
gentamycine (CN), tétracycline (TE) et plus ou moins al’ampicilline(AMP) et I’amoxicylline
(AMC) avec des pourcentages de 98.36%, 68.85%, 49.18% et de 39.34%, respectivement. La
résistance aux quinolones et fluoroquinolones est également observée parmi ces souches
d'E.coli avec un taux de 11.47% .Nous avons également isolés six souches d’ entérobactéries
résistantes aux céphal osporines de troisieme géneération (céftiofur) avec une prévaence 3.3%
(6/180). Parmi elles deux E. coli productrices de BLSE et 4 souches multi résistantes.
Aucune souche d’ entérobactérie n’ est résistante al’ ertapéneme.

Mots clés : Entérobactéries, ccufs de consommation, BLSE, résistance, E.coli.

Abstract

The purpose of this study was firstly to assess the antibiotic resistance rates and partly
to search for enterobacteriaceae strains producing B-lactamases broad-spectrum (ESBL) and /
or resistant to carbapenems in table eggs. To that effect, we have isolated 61 strains of E. coli
from 180 eggs. The E. coli strains isolated have shown significant resistance to gentamicin
(CN), tetracycline (TE) and more or less to ampicillin (AMP) and the Amoxycillin (AMC)
with percentages of 98.36%, 68.85%, 49.18% and 39.34%, respectively. Resistance to
guinolones and fluoroquinolones is also observed among these strains of E. coli with a rate of
11.47%. We aso isolated six enterobacteria strains resistant to third generation
cephalosporins (ceftiofur) with a 3.3% prevalence (6/180). Among them two E. coli ESBL-
producing and 4 strains multi-resistant. No enterobacteria strain is resistant to ertapenem.

Key words. Enterobacteria, table eggs, ESBL, resistance, E.coli.
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