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Résumé

Escherichia coli est une bactérie fréquemment présente dans le microbiote intestinal
humain et animal, généralement inoffensive mais parfois pathogeéne. L'élevage intensif de
volailles favorise la propagation de souches d'Escherichia coli résistantes aux antibiotiques,
représentant un défi majeur pour la santé publique. Cette étude a eu comme objectif
I'évaluation du risque de portage d'Escherichia coli multirésistant a travers une enquéte visant
a caractériser la présence et le niveau de risque associés aux germes multirésistants.

Sur 35 échantillons prélevés, 25 souches d'Escherichia coli ont été identifiées. Les tests
de sensibilit¢ aux antibiotiques ont révélé des niveaux variables de résistance parmi les 24
antibiotiques testés. Toutes les souches étaient résistantes a au moins un antibiotique, avec
des taux élevés de résistance a I'ampicilline (92%), I'amoxicilline (80%), I'amoxicilline-acide
clavulanique (76%), les tétracyclines (96%), et I'acide nalidixique (72%). Les taux moyens de
résistance concernent les pénicillines (48%), le triméthoprime-sulfaméthoxazole (60%), et la
lévofloxacine (40%), entre autres. A noter que toutes les souches étaient sensibles aux
carbapéneémes, a la céfoxitine, et a la tobramycine. Trois souches ont été identifiées comme
productrices de béta-lactamases a spectre étendu (BLSE). L'étude de [l'activité
antimicrobienne de l'huile essentielle de cannelle de Chine a démontré son efficacité contre
deux souches d'Escherichia coli, suggérant son potentiel comme agent antimicrobien naturel.

L'Analyse des Correspondances Multiples (ACM) n'a pas révélé de corrélation entre les
phénotypes de résistance et les facteurs épidémiologiques étudiés tels que l'espece, le type
d'¢levage, le type de sol, 'effectif de I'¢levage, et le type de batiment utilisé. Ces résultats
indiquent que la résistance aux antibiotiques chez Escherichia coli est influencée par
plusieurs facteurs.

L’étude souligne l'importance de surveiller la résistance aux antibiotiques et d'explorer
des alternatives comme les huiles essentielles pour contréler les infections causées par

Escherichia coli multirésistant dans les élevages de volailles.

Mots clés : Escherichia coli; portage; antibiorésistante; BLSE; facteurs épidémiologiques;

huile essentielle.



Summary

Escherichia coli is a bacterium commonly found in the human and animal intestinal
microbiota, typically harmless but occasionally pathogenic. Intensive poultry farming
promotes the spread of antibiotic-resistant strains of Escherichia coli, posing a significant
challenge to public health. This study aimed to assess the risk of carriage of multidrug-
resistant Escherichia coli through an investigation into the presence and associated risks of
multidrug-resistant strains.

Out of 35 samples collected, 25 strains of Escherichia coli were identified. Antibiotic
sensitivity tests revealed varying levels of resistance among the 24 antibiotics tested. All
strains were resistant to at least one antibiotic, with high resistance rates to ampicillin (92%),
amoxicillin (80%), amoxicillin-clavulanic acid (76%), tetracyclines (96%), and nalidixic acid
(72%). Moderate resistance rates were observed for penicillins (48%), trimethoprim-
sulfamethoxazole (60%), and levofloxacin (40%), among others. Notably, all strains were
sensitive to carbapenems, cefoxitin, and tobramycin. Three strains were identified as
producing extended-spectrum beta-lactamases (ESBLs). A study on the antimicrobial activity
of Chinese cinnamon essential oil demonstrated its efficacy against two strains of Escherichia
coli, suggesting its potential as a natural antimicrobial agent.

Multiple Correspondence Analysis (MCA) did not reveal correlations between resistance
phenotypes and studied epidemiological factors such as species, farming type, soil type, farm
size, and building type used. These findings suggest that antibiotic resistance in Escherichia
coli 1s influenced by multiple factors.

The study underscores the importance of monitoring antibiotic resistance and exploring
alternatives such as essential oils to control infections caused by multidrug-resistant

Escherichia coli in poultry farming.

Keywords: Escherichia coli; carriage; antibiotic resistance; ESBL; epidemiological factors;

essential oil.
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Introduction

La filiére avicole joue un rdle essentiel dans I'industrie alimentaire mondiale et a
connu, au fil des décennies, un développement significatif. Cela a entrainé une
augmentation de la consommation de poulet de chair et une redynamisation du tissu
¢conomique national. Cette expansion résulte d'une demande accrue, d'une disponibilité
constante sur le marché, de la grande polyvalence culinaire du poulet et de son
importance en tant que source essentielle de protéines animales pour les populations
urbaines a revenus modestes (FAO., 2022 ; KACI., 2016).

En Algérie, le secteur avicole se distingue comme l'une des industries animales
ayant connu un essor remarquable depuis les années 1980 grace 4 l'intervention de 1'Etat.
Cela a non seulement amélioré significativement I'apport en protéines dans
l'alimentation, mais a également généré des emplois pour pres de deux millions de
personnes. Le poulet de chair représente une part significative de la consommation
mondiale de viande, avec 50 000 tonnes de viande blanche consommées mensuellement
en Algérie (ALLAOUIL., 2013 ; ROBITAILLE., 2012 ; AlgerieEco.,

2021).

Pendant des décennies, les ¢éleveurs de volaille ont largement utilisé les
antibiotiques, que ce soit a des fins thérapeutiques ou comme promoteurs de croissance
(GUETIYA et al., 2016). Cette pratique a malheureusement entrainé une augmentation
des bactéries résistantes aux antibiotiques (XU et al., 2020). L'utilisation intensive
d'antibiotiques souléve des préoccupations majeures en maticre de bien-étre animal,
d'impact environnemental et de sécurité alimentaire ( SADIKALAY., 2018).

Escherichia coli est une bactérie souvent présente dans l'intestin des étres humains
et des animaux a sang chaud. (TENAILLON et al., 2010). En général, la plupart des
souches d’Escherichia coli sont inoffensives et jouent un role bénéfique dans le
processus de digestion et maintien de I'équilibre microbiologique chez ces animaux
(BASAVARAJU ET GUNASHREE., 2022).

Cependant ce germe peut provoquer diverses maladies chez des individus de tous
ages (BOZCAL., 2016). Certaines souches spécifiques d'Escherichia coli peuvent

envahir plusieurs organes chez les oiseaux, entrainant des péritonites, des périhépatites,
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des sacculites aériennes, des péricardites et d'autres infections extraintestinales
(SUBEDI et al., 2018).

Les efforts visant a lutter contre la résistance aux antibiotiques ont pris de 'ampleur
grace a des initiatives mondiales et des organisations telles que I'Organisation mondiale
de la santé (OMS). Ces entités travaillent avec diligence pour sensibiliser davantage a
la résistance aux antibiotiques, promouvoir une utilisation responsable des antibiotiques
et encourager la recherche et le développement d'alternatives aux antibiotiques
(MUTEEB et al., 2023).

La derni¢ére décennie du XXe siécle a vu un regain d'intérét pour l'agriculture
biologique, la phytothérapie et I'aromathérapie (GHANMI et al., 2010). Pendant cette
période, les huiles essentielles ont suscit¢ un intérét considérable en raison de leurs
multiples applications thérapeutiques et de leurs bienfaits pour la santé, notamment pour
leurs effets antimicrobiens, antiseptiques et antifongiques (GHANMI et al., 2010 ;
HADDOUCHI et BENMANSOUR, 2008).

Les huiles essentielles sont déja évaluées a I'échelle mondiale comme des sources
possibles de nouvelles substances antibactériennes, de conservateurs alimentaires et
d'options alternatives au traitement des maladies transmissibles (MARWA et al., 2021;
MIRIAN et al., 2021).

C’est dans ce contexte que s’inscrit cette étude qui comporte deux volets:
I'évaluation de la fréquence des souches d'Escherichia coli multirésistantes présentes
dans les fientes aviaires collectées aupres de différentes exploitations avicoles de la
wilaya de Tizi Ouzou, ainsi que de caractériser leurs profils d'antibiorésistance. De plus,
la proposition d’une alternative antimicrobienne naturelle en explorant I'utilisation des

huiles essentielles.
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1. Historique

En 1885, en observant au microscope divers échantillons de selles provenant de différents
mammiferes a sang chaud, y compris des humains, Theodor Escherich découvre la présence
abondante d'une bactérie en forme de batonnet dans les intestins. Il la nomme Bacterium coli
commune, également connue sous le nom de bacille commun du cdlon (MAINIL, 2013).

En 1919, Castellani et Chalmers attribuent a la bactérie le nom définitif d'Escherichia coli en
hommage a la contribution exceptionnelle de Theodor Escherich a la microbiologie. En 1958, sur
recommandation du sous-comité Enterobacteriaceae du Comité de Nomenclature de
I'’Association Internationale des Sociétés de Microbiologie, le nom Escherichia coli est
officiellement adopté (MEGUENNI, 2016).

2. Taxonomie

Escherichia coli est une bactérie qui fait partie de la famille des Enterobacteriacea. Elle est
couramment utilisée comme organisme modele en microbiologie et en génétique en raison de
sa facilité de culture et de sa manipulation en laboratoire. Le genre Escherichia regroupe cing
especes : E. blattae, E. coli, E. fergusonii, E. hermanii et E. vulneris. Chaque espéce
d’Escherichia coli posséde des caractéristiques biochimiques particuliéres, permettant de les
différencier (L1U, 2015).

La classification de Escherichia coli, solon la Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology

(2004) est comme suit:

Phylum : Proteobacteria
Classe : Gammaproteobacteria
Ordre : Enterobacteriale
Famille : Enterobacteriaceae
Genre : Escherichia

Espece : Escherichia coli
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3. Habitat
Escherichia coli est une bactérie versatile et ubiquiste, capable de coloniser de nombreux
habitats et d'exprimer une gamme variée de phénotypes. Elle se subdivise en un ensemble de

souches, dont certaines sont commensales tandis que d'autres sont pathogenes.

3.1. Dans le tractus digestif

Escherichia coli est I'espéce prédominante du tractus digestif des humains et d'autres
animaux a sang chaud. Elle représente 80% de la flore intestinale aérobie. Cette bactérie,
généralement inoffensive, colonise de maniere commensale le mucus qui recouvre les cellules
épithéliales de la paroi du tube digestif (SMATI et al., 2015).

Toutefois, la relation entre Escherichia coli et son héte va au-dela du simple
commensalisme et revét des aspects de mutualisme. En tant que « flore de barriere »,
Escherichia coli joue un réle essentiel en empéchant les organismes pathogenes de coloniser le
tube digestif. De plus, elle fournit a son héte des molécules essentielles comme la vitamine K
(FOSTER-NYARKO ET PALLEN, 2022).

3.2. Dans I'environnement

Escherichia coli est une bactérie courante dans I'environnement, dont certaines souches
peuvent causer des infections et indiquer une contamination fécale dans I'eau ou les aliments a
une concentration de 108 UFC/g de féces (SMATI et al., 2015). Bien que la plupart des
Escherichia coli soient limitées au tractus intestinal, une minorité peut survivre et s'adapter a
I'environnement, devenant des coliformes environnementaux (WALK et al., 2007). Ces souches
naturalisées developpent des mécanismes de survie, tels que la production de capsules
protectrices, et résistent a divers stress environnementaux comme la pression, la température, et
la compétition microbienne (VAN ELSAS et al., 2011 ; CAMPOS et al., 2013).

4. Caractéristiques bactériologiques
4.1. Caractéres Morphologiques

Escherichia coli est une bactérie Gram négatif, présentant une morphologie en forme de
batonnet ou colibacillaire et dépourvue de spores. Elle peut étre mobile grace a des flagelles
péritriches ou non mobile. Elle peut parfois étre encapsulée (AMAIRI, 2021).

Les cellules individuelles d’Escherichia coli peuvent étre observées isolées ou regroupées,
souvent par paires (diplobacilles), rarement en amas (GROSJEAN et PASQUIER, 2009).
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Les colonies présentent un aspect bombé, lisse et rond, de 2 a 3 micrometres de long sur 0,7
micrométre de large. (GROSJEAN et PASQUIER, 2009).

\

Figure 01 : Escherichia coli sous microscope électronique a balayage (S. Owens, Center
for Electron Optics).

4.2. Caracteres culturaux

Les cellules d'Escherichia coli peuvent se développer sur des milieux solides ou liquides en
laboratoire. Elles ont des besoins nutritionnels simples et peuvent étre cultivées dans un milieu
minimal contenant du glucose comme source de carbone et d'énergie, des sels d'ammonium
comme source d'azote, ainsi que divers sels et oligo-éléments. (ELBING et BRENT, 2019).

Les milieux couramment utilisés pour la culture d’Escherichia coli comprennent l'agar
nutritif, I'agar Mac Conkey et I'agar EMB (BONNET et al., 2019).

Escherichia coli se développe rapidement sur des milieux de culture ordinaires ou sélectifs,
formant des colonies d'environ 2 mm de diametre apres 18 a 24 heures. Sa division cellulaire se
produit toutes les 20 minutes (COHEN et KARIB, 2006 ; JEAN et al., 2007).

La température de croissance de la plupart des souches d'Escherichia coli se situe entre 10°C
et 40°C, avec une température optimale de 37°C (98,6°F). Cependant, certaines souches de
laboratoire peuvent se développer a des températures allant jusqu'a 49°C (120,2°F). En ce qui
concerne le pH, Escherichia coli peut survivre dans des conditions allant de 4,5 a 9,5, mais sa

croissance maximale est observée a un pH neutre de 7,0 (FOTADAR, 2005).
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|

Figure 02 : Aspect des colonies de Escherichia coli sur milieux de cultures (société frangaise

de microbiologie, BIDET et BONACORSI, 2019).
1. Aspect classique d’Escherichia coli (entérobactéries) sur Gélose ordinaire (milieu TS).

2.Escherichia coli sur milieu chromogéne pour ECBU : colonieroses (galactosidase +).
3.Escherichia coli sur Hektoen (coproculture) colonie lactose +.

4.3. Caractéres biochimiques

Escherichia coli est caractérisée par des propriétés biochimiques bien spécifique permettant
de I’identifier et de la différencier des especes voisines. Elle dégrade les sucres (glucose,
saccharose, lactose) par voie fermentative, entrainant un dégagement de gaz et une acidification
des milieux. Elle produit de ’indole a partir du tryptophane et réduit les nitrates en nitrites grace
a la nitrate réductase. Elle est incapable d’assimiler le citrate comme seule source de carbone et
est dépourvue d’arginine (JOLY et REYNAUD, 2006 ; FRENEY et al., 2007).

Tableau 01 : Les caractéres biochimiques d’Escherichia coli (HAOUZI, 2013).

Test Reésultat
OPNG +
Oxydase -
Rouge de methyl +
VP -
Indole +
Citrate -
H2S -
Uréase -
B-galactosidase +
Gaz ( a partir de glucose ) +
Phenylalanine désaminase -
Lsine décarboxylase (LDS) +
Omitine deécarboxylase +
(ODS) )
Gelatinase
+ : caractére positif /- : caractere négatif
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4.4. Caractéres antigéniques

La classification initiale des souches d'Escherichia coli a été introduite par KAUFMAN a
travers la sérotypie, qui implique une combinaison spécifique d'antigénes de surface. Cette
approche a permis d'identifier trois types principaux d'antigenes : les antigénes somatiques O,

les antigénes flagellaires H, et les antigénes capsulaires K (MAINIL, 2003).

4.4.1. L’antigéne O

Les antigenes somatiques O, également appelés endotoxines, sont présents sur la paroi des
bactéries Gram négatives. lls sont constitués d'un complexe glucido-lipido-protéique (GLP),
généralement désigné sous le nom de lipopolysaccharide (LPS). Certaines molécules de LPS
permettent a la bactérie de se protéger contre ’action lytique du complément, la fixation des

anticorps et la phagocytose (PAYROS, 2012).

4.4.2. Antigenes flagellaires H

L’antigéne H, de nature protéique, est un facteur sérologique situé¢ sur la flagelline, la
protéine principale du flagelle, qui est responsable de la mobilité des bactéries. La diversité des
antigénes H résulte de la variabilité des sous-unités de flagelline qui composent le flagelle
(LANE et al., 2005).

4.4.3. Antigenes de surface ou d’enveloppe K

L'antigéne de surface K constitue la couche externe de la bactérie. Il existe trois types
d’antigénes K, désignés par les lettres L, A et B. Cette caractéristique est commune aux
Escherichia coli pathogénes. L'expression de cette enveloppe confére a la bactérie une
résistance contre les défenses innées de I'ndte, jouant ainsi un rdle crucial dans le développement
de maladies invasives. (AMMON, 1997).

Cell
membrane '.

Fimbriae (F)——

Production of toxins— 0%,

Figure 03 : La structure antigénique d’Escherichia coli (BASAVARAJU et GUNASHREE, 2022).
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5. Le pouvoir pathogéne

Les souches d’Escherichia coli sont présentes dans le tractus gastro-intestinal de ’homme
et de nombreux animaux, ou elles jouent le role de bactéries commensales. Cependant il existe
de nombreux groupes pathogenes d'Escherichia coli responsables de maladies chez I'homme et
les animaux, y compris les Escherichia coli responsables de diarrhées (DEC); qui sont des
souches a tropisme intestinal et les Escherichia coli pathogenes extra-intestinaux (EXPEC) qui
sont associées a des maladies en dehors du tractus gastro-intestinal. Chacune de ces groupes

contient différents sous-groupes provoquant différentes infections (KUNERT FILHO et al.,

2015).
Tableau 02 : Quelques pathovars d’ Escherichia coli.
Pathovars Hotes Sites de Maladie Réservoirs | Sérotypes Références
colonisation et sources ou
sérogroupes
majeurs
EPEC (E. coli Enfant < Intestin Diarrhée Humain 086 :H34, | TRABULSI et
Entéropathogeéne) 5 ans, gréle aqueuse 0111 : [H2], al. 2002.
adulte abondante '
AFSET et al.,
2003. CHEN
et FRANKEL,
2005.
VARELA et
al., 2015.
EHEC (STEC) Adulte, lléon distal, | Diarrhée Humain, 026, 045, CROXEN et
E. coli enfant colon aqueuse, animal, 0157 al, 2013.
Entérohémorragi colite aliment, BEUTIN et
_que hémorragique cau FACH, 2014
, SHU
EIEC Enfant < Colon Dysen- terie Humain, 028, 029,
,E' _coll _ 5 ans, bacillaire, animal, 0112, 0124, VAN DEN
Entéeroinvasive BELD et
adulte, 0136, 0143, REUBSAE
T,2012
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E. coli Immunodéprimé, | Intestin gréle Diarrhée Aliment, | 027, QADRI etal.,
Enter(étjqélgogene enfant < 5 ans, aque_u:e tet eau, 8128 2005
persistante ) :
voyageurs hur_nam, 0148
animal
DHO-MOULIN
_ . Les poulets, ) o 01,02 et
E. coli pathogénes | Tissus extra- | Colibacillose et
o Dindes, canards et ] o 078
aviaires (APEC) . testinaux aviaires FAIRBROTHER|
autres especes 1999

aviaires
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1. Généralité sur les Antibiotiques

Depuis l'avénement de la pénicilline, un large éventail d'antibiotiques a été
développé et mis sur le marché a des fins thérapeutiques. Cela a considérablement
réduit l'incidence et la gravité des maladies bactériennes, autrefois associées a une
morbidité et une mortalité significatives. Cependant, I'enthousiasme initial, fondé sur
la croyance que tous les types d'infections bactériennes pouvaient étre traités avec ces
composés, a rapidement été ébranlé. En effet, les premiers cas de résistance aux
antibiotiques ont été signalés peu de temps aprés leur introduction en clinique

(BOERLIN et WHITE, 2006 ; HARBOTTLE et al., 2006).

1.1. Définition

Le terme "antibiotique” dérive du grec "bios", signifiant vie, et "anti", signifiant
contre. Ce qui signifie littéralement "contre la vie" (VEYSSIERE, 2019).

Les antibiotiques ont la capacité d'entraver la croissance bactérienne ou de les
éliminer, tout en préservant l'organisme hote. Ils agissent en synergie avec les défenses
naturelles de l'organisme et le systtme immunitaire pour éradiquer les agents
pathogenes. Leur mode d'action varie : inhibition de la synthése cellulaire bactérienne,
perturbation de la synthese protéique, de I'ADN ou de I'ARN. Les antibiotiques peuvent
étre d'origine naturelle, semi-synthétique ou synthétique. Beaucoup subissent des
modifications chimiques par semi-synthese pour améliorer leur efficacité et optimiser

leurs parametres pharmacocinétiques (LEVY et MARSHALL, 2004).

1.2. Historique

Les antibiotiques représentent ’'une des plus grandes avancées thérapeutiques de la
seconde moiti¢ du XXe si¢cle. Cependant, leur utilisation remonte a environ 2 500 ans
en Chine, ou les habitants connaissaient les vertus thérapeutiques du soja fermenté. Dans
I'ancienne Egypte et en Gréce, on utilisait également les moisissures et les plantes pour

traiter diverses infections (RAMGANESH et al., 2022).

10
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En 1887, le Francais Ernest Duchesne fut le premier a observer les propriétés
antibactériennes des moisissures, mais cette découverte ne fut pas poursuivie. En 1928,
Sir Alexander Fleming, un biologiste écossais, découvrit par hasard les propriétés
antibactériennes de la pénicilline. En étudiant des cultures de staphylocoques, il
remarqua qu'une moisissure, le Penicillium, avait contaminé ses cultures et empéchait
la croissance des bactéries. Fleming isola la substance produite par cette moisissure,
qu'il nomma la pénicilline. Il poursuivit ses recherches et observa que la peénicilline
agissait contre de nombreuses autres bactéries responsables de maladies telles que la
scarlatine, la diphtérie, les pneumonies et les méningites (CHRISTIAN, 2014).

Fleming publia sa découverte en 1929, mais ce n'est qu'a partir de la Seconde Guerre
mondiale que I'utilisation thérapeutique de la pénicilline débuta, grace a l'isolement et

a la purification de la molécule par les chimistes Chain et Florey (ANONYME, 2021).

Pas de nouvelles
classes
antibiotiques

B-lactamines Aminosides Macrolides Quinolones Oxazolidinones 4
depuis 30 ans

1930 1950 1970 1990

1920 1940 1960

1980

Sulfonamides Tétracyclines Glycopeptides Streptogramines Lipopeptides

Figure 04 : Chronologie de la découverte des principales classes d’antibiotiques

(MULLER, 2017).
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1.3. Classification des antibiotiques

Les antibiotiques peuvent étre classés selon divers critéres : leur origine, leur
structure chimique, leur mécanisme d'action et leur spectre d'activité. L'annexe 01
présente un tableau comparatif des antibiotiques en fonction de leur mode d’action, de

leur effet antibactérien et de leur spectre d’activité.

1.4. Utilisation des Antibiotiques en médecine vétérinaire

En plus des bénéfices évidents pour la santé humaine, I’introduction et I’usage des
antimicrobiens en médecine vétérinaire ont sans nul doute, contribué a 1’amélioration
de la productivité et de la santé animale au cours des dernieres décennies. (PIDDOCK,
1996 ; JOHNSTON, 1998).

Cependant, leur utilisation dans ’alimentation animale en tant que promoteur de
croissance ou pour la prévention et le traitement de différentes maladies infectieuses, a
également, progressivement, contribué a une sélection de résistances vis-a-vis de
différentes familles d’antibiotiques parmi les microorganismes pathogenes et
commensaux rencontrés au niveau des différentes flores de 1’organisme des individus
traités (MAINIL, 2021).

Les promoteurs de croissance sont des antibiotiques administrés a de faibles doses
dans l'alimentation animale. Ils ont un effet préventif sur certaines infections
bactériennes et altérent la composition du microbiote intestinal, ce qui entraine une
meilleure absorption des nutriments par les animaux. Ces effets protecteurs se
traduisent par une amélioration des performances zootechniques, telles qu'une
augmentation de la vitesse de croissance. (THAI et YAMAGUCHI, 2012).

L'évolution et I'utilisation fréquente de ces facteurs de croissances représentent un
réel risque pour la santé publique en entrainant la présence de résidus d'antibiotiques
dans les produits alimentaires dérivés de ces animaux, ainsi que la sélection de bactéries

résistantes a ces médicaments (SANDERS et al., 2017).
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2. Résistances aux antibiotiques

Au cours des dernieres décennies du XXe siécle et au début du XXle siécle, un
phénomeéne préoccupant est apparu : la montée en puissance de la résistance aux
antibiotiques dans divers pathogénes bactériens a 1'échelle mondiale, en effet 1’abus et
la surutilisation d'antibiotiques ont favorisé I'émergence rapide de souches bactériennes
résistantes, rendant certains pathogénes insensibles a plusieurs antibiotiques
simultanément, que 1’on qualifie de multirésistantes (RAMGANESH et al, 2022).

L'accroissement des résistances bactériennes est intimement lié au niveau
d'utilisation des antibiotiques. Comme I’indique (VANDAELE, 2012), "Ce sont bien
les usages antibiotiques, bons ou mauvais, qui sont les (seuls) responsables de la
sélection de la souche qui mute vers la résistance”. En effet les antibiotiques les plus
largement utilisés présentent les taux de résistance les plus élevés chez Escherichia coli

(VANDAELE, 2012 ; BONNET, 2014).

Taux de résistance (%)

100 -———— —= —
| © Tétracyclines o O 1
90 - Sulfamides-TMP (@) o 8
© Aminosides 0 00 ()

80 " © Pénicillines/amoxicilline
| y Céphalosporines |
70“1 & Quinolones. FQ '
Phénicolés. Florfénicol le) |
ed. ® o
(o}
6
0d i - I
10 100 1000 10000

Niveau d'exposition (par 10 000 animaux)

Figure 05 : Résistance d’Escherichia coli selon I’exposition (bovins, porcs, volailles,

lapins) (VANDAELE, 2012 ; BONNET, 2014).
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2.1. Définition

La résistance aux antibiotiques ou antibiorésistance désigne la capacité des micro-
organismes a survivre ou a proliférer en présence d’un antibiotique. Un micro-
organisme est considéré comme "résistant" lorsque sa concentration minimale
inhibitrice (CMI) est plus élevée que celle requise pour inhiber la croissance de la
plupart des autres souches de la méme espéece. Les bactéries sont qualifiées de
multirésistantes lorsqu'elles développent une résistance a plusieurs antibiotiques ou
classes pharmacologiques d'antibiotiques, résultant de I'accumulation de résistances

naturelles et acquises. (CARLE, 2009).

2.2. Origine des résistances bactériennes aux antibiotiques

La résistance bactérienne aux antibiotiques trouve son origine dans I'émergence et
la propagation de mutations génétiques et de mécanismes adaptatifs au sein des
populations bactériennes exposées a ces agents antimicrobiens. L'histoire de la
pénicilline, depuis sa découverte par Fleming en 1928 jusqu'a son utilisation massive
pendant la Seconde Guerre mondiale grace a Florey et Chain, illustre le début de cette
lutte contre les infections bactériennes (PATRICK GROHS, 2017). Cependant, des les
premieres années de son introduction, des souches résistantes de Staphylococcus aureus
ont été observées, marquant le début d'une course entre I'évolution de la résistance
bactérienne et le développement de nouveaux antibiotiques (BARBER, 1948).

Des chercheurs ont constaté I'apparition de souches de Staphylococcus aureus
résistantes, principalement dans les hopitaux de Londres, ou le taux de résistance est
passe de 14% en 1946 a 59% en 1948 (BARBER 1948). Cette tendance s'est poursuivie
avec d'autres antibiotiques tels que le chloramphénicol, la tétracycline, I'érythromycine
et la vancomycine, qui ont tous rencontré des résistances peu de temps apreés leur mise
sur le marché (PALUMBI, 2001).

La capacité des bactéries a acquérir rapidement des mécanismes de résistance

s'explique par leur caractere unicellulaire, leur matériel génétique simple et leur taux
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élevé de reproduction (MICHAEL, 2014). Cette évolution rapide a eté accelérée par
I'utilisation généralisée des antibiotiques au cours des 70 derniéres années, entrainant
une pression de sélection considérable sur les populations bactériennes (AMINOV,
2009). Ainsi, toute nouvelle classe d'antibiotiques est confrontée a I'émergence
inévitable de souches résistantes. En réalité, la résistance bactérienne aux antibiotiques
met en lumiére I'existence préalable de mécanismes de résistance, démontrant que la
résistance a précedé I'utilisation généralisée des antibiotiques et a été révélée par la

pression de sélection exercée (MARSTON et al, 2016 ; DAVIS et al, 2012).

2.3. Types d'antibiorésistance
2.3.1. Résistance naturelle

La résistance est dite naturelle, si toutes les souches d’une méme espéce sont
résistantes a un antibiotique ; ceci sous-entend que ces souches bactériennes ont
manifesté d’emblée un phénomene de résistance, avant toute pression sélective, en
exprimant une propriété innée (le phénotype sauvage) (CHARDON et BRUGERE,
2014).

Cette résistance est stable et est transmise de maniere constante a leur descendance
lors des divisions cellulaires (Transmission verticale). Cependant, elle n’est
généralement pas transmissible d’une bactérie a une autre par un processus de

transmission horizontal. (MARTINEZ ET BAQUERO, 2000).

2.3.2. Résistance acquise

Les bactéries ont la capacité de développer une résistance aux antibiotiques. Ce
phénoméne peut résulter de 1’acquisition par la bactérie de matériel génétique par
conjugaison ou transposition, ou encore de mutations dans son propre ADN
chromosomique (RAZA et al., 2021).

Les mutations chromosomiques sont stables et héréditaires, affectant souvent une

seule famille d'antibiotiques. En revanche, I'acquisition horizontale de génes survient
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lorsque les organismes acquiérent du matériel génétique provenant d'autres sources,
comme des plasmides, des intégrons ou des bactériophages. Ces résistances peuvent
affecter plusieurs antibiotiques et sont transmises verticalement a la descendance ou
horizontalement & d'autres organismes (COURVALIN, 2016 ; CHARDON et
BRUGERE, 2014).

2.4. Les Mécanismes de résistances aux antibiotiques

2.4.1. Modification de la cible

La modification de la cible est une stratégie adoptée par les bactéries pour contrer
toutes les familles d’antibiotiques. Les bactéries Gram-négatives, en particulier,
développent une résistance élevée en altérant les cibles primaires et secondaires. Les
antibiotiques d'une méme famille ciblent généralement une structure similaire, ce qui
peut provoquer une résistance croisée a toutes les molécules de cette famille.

Les bactéries peuvent modifier la cible en changeant sa structure ou en développant
une voie métabolique alternative. Cela implique notamment les ribosomes, les parois
cellulaires et les enzymes impliquées dans le métabolisme de I'ADN. Par exemple, les
macrolides se lient aux ribosomes bactériens. Pour résister a cette classe d'antibiotiques,
les bactéries peuvent muter les génes codant pour les ribosomes, empéchant ainsi
I’antibiotique de les reconnaitre et de se fixer efficacement (GUERIN-FAUBLEE, 2010
; BONNET, 2014).

2.4.2. Inactivation enzymatique

La résistance par inactivation se produit lorsque des enzymes modifient la structure
de Il'antibiotique, entrainant ainsi la perte d'affinité de I'antibiotique pour sa cible. Ce
mécanisme, largement répandu dans la nature, peut étre extracellulaire ou
intracellulaire. Par exemple, les pénicillines et le chloramphénicol sont inactivés dans
le milieu de culture par des enzymes excrétées a I'extérieur de la bactérie, tandis que les
aminosides sont inactivés a l'intérieur du cytoplasme de la bactérie par des enzymes
intracellulaires (WRIGHT, 2011).

Actuellement, la principale méethode de résistance des bactéries a Gram négatif
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aux B-lactamines repose sur la production d'enzymes hydrolytiques appelées 3-
lactamases (BRADFORD, 2001).

Les B-lactamases sont des enzymes bactériennes qui agissent en altérant le noyau
actif de l'antibiotique, soit par clivage ou par I'ajout d'un groupement chimique comme
I'nydrolyse, I'acétylation, la phosphorylation ou la nucléotidylation. Cette modification
perturbe la liaison de I'antimicrobien a sa cible, entrainant une désactivation de son

activité (BONOMO, 2017).

2.4.3. Pompe a efflux

Les pompes a efflux, sont des protéines transmembranaires utilisées par les
bactéries pour expulser hors de la cellule des substances indésirables, y compris les
antibiotiques. Elles agissent en facilitant I'efflux actif de métabolites et de composés
toxiques étrangers (CATTOIR, 2004).

Ces systéemes de pompage sont constitués de protéines capables d'expulser les
antibiotiques de I'espace periplasmique ou du cytoplasme bactérien. lls peuvent étre
spécifiques a un antibiotique ou conférer une résistance a plusieurs groupes
d'antibiotiques, constituant ainsi un mécanisme majeur de résistance bactérienne

(ZGURSKAYA et NIKAIDO, 2000).

2.4.4. Imperméabilité

L'imperméabilité de la membrane bactérienne résulte de modifications ou
d'inactivations des porines, des canaux permettant le passage passif de substances a
travers cette membrane. Ce phénomene, observée principalement chez les bactéries a
Gram négatif, se caractérise par une diminution de la perméabilité membranaire. Ces
modifications altérent la quantité ou la qualité des porines membranaires, ce qui réduit
la concentration de l'antibiotique a son site daction (SCHMIEDER et EDWARDS,
2012).
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Figure 06 : Principaux mécanismes de résistance aux antibiotiques (OPATOWSKI,

2020).

3. Mécanismes de résistance d’Escherichia coli vis-a-vis des antibiotiques

Escherichia coli a développé plusieurs mécanismes pour résister aux antibiotiques,

compromettant leur efficacité. Comprendre ces mécanismes spécifiques a Escherichia

coli est essentiel pour lutter contre les infections résistantes et améliorer les traitements.

Tableau 03 : Mécanismes de résistance d’Escherichia coli vis-a-vis des antibiotiques.

Antibiotique

Mécanismes de résistance d’Escherichia coli Références

aux antibiotiques

Bétalactamine
S

Les entérobactéries, y compris Escherichia coli, ABRAHAM et CHAIN,

. . L. 1940
développent des mécanismes de résistance aux -

lactamines qui se manifestent principalement par
des altérations de perméabilité limitant I'entrée de
I'antibiotique, I'expression de pompes a efflux
actives, la modification de l'affinité de la cible

(PLP), et surtout par l'inactivation enzymatique par

les B-lactamases.
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- La capacite des bactéries a développer une GAUDY, 2005
résistance aux quinolones peut varier et est
majoritairement  liée & des  mutations
chromosomiques. Ces mutations affectent les genes
codant pour les topoisomérases, ce qui entraine une
réduction de l'affinité de ces enzymes pour les
quinolones.

Quinolones - De plus, la résistance peut résulter d'une
diminution de la pénétration de I'antibiotique dans
la bactérie, notamment chez les bactéries & Gram
négatif ou I'on observe une diminution des porines.
- Un autre mécanisme de résistance implique
l'augmentation du transport actif de I'antibiotique
hors de la bactérie, un processus observé aussi bien

chez les bactéries a Gram négatif que chez

celles a Gram positif.
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Aminosides

Les mécanismes de résistance aux aminosides :

- Altération de la cible : La mutation de I’ARN
16S, cible des aminosides, peut entraver leur action.
Plus précisément, des modifications telles que la
méthylation aux positions G1405 (N7), A1408 et
C1407 (N5) de ’ARN 16S peuvent interférer avec
I’efficacité des aminosides.

- Modification enzymatique de P’antibiotique :
Les enzymes bactériennes peuvent altérer les
aminosides, perturbant ainsi leur liaison a I’ARN
16S. Ces enzymes, les plus courantes chez les
bactéries Gram négatif et positif, agissent par
acetylation (AAC), phosphorylation (APH) ou
nucléotidylation (ANT) de certains groupements de
I’antibiotique.

- Piégeage de I’antibiotique : Certaines enzymes
peuvent également piéger les aminosides, les
rendant inefficaces sans modifier leur structure. Par
exemple, une surproduction de phosphotransférase
peut conduire a la formation d’un complexe
enzyme-substrat inactif, bloquant 1’action de la

Tobramycine.

RAMIREZ, 2010
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Fosfomycine

La résistance a la fosfomycine Escherichia coli,
peut se produire de différentes manieres :

- Protéine FosB : La protéine FosB rend la
fosfomycine inefficace en hydrolysant
I'antibiotique. Ce géne de résistance, souvent situé
sur des plasmides, peut étre transféré entre
bactéries, facilitant ainsi la propagation de la
résistance.

- Altération des systéemes d'absorption : Chez
Escherichia coli, la fosfomycine est absorbée par
des transporteurs spécifiques comme GIpT et
UhpT. Ces systemes sont activés par I'AMPc
(adénosine monophosphate cyclique).

- Mutations génétiques : Des mutations dans
certains génes, , peuvent réduire les niveaux
d'AMPc, ce qui affecte l'absorption de la
fosfomycine.

ALFANDARI, 2014

Rifamycine

Les rifamycines sont soupconnées d'interférer avec
la synthése de I'ARN. Des études en laboratoire ont
confirmé que ces antibiotiques inhibent l'activité de
I'ARN polymérase, une enzyme cruciale pour la
production d'ARN, dans plusieurs types de
bactéries, sans affecter I'activité de la polymérase
d’ADN. Contrairement a d'autres antibiotiques qui
se lient a I'ADN, les rifamycines agissent
directement sur I'ARN  polymérase. Cette
spécificité d'action les distingue des autres
antibiotiques qui ciblent la synthese des acides

nucléiques en se liant a 'ADN.

WEHRLI, 1968
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Sulfamid
e

Des mutations ont été induites chez Escherichia
coli, résiste aux sulfamides en produisant une
enzyme alternative, modifiée pour éviter
I'inhibition par les sulfamides tout en conservant sa
fonction essentielle, elle résiste grace a une enzyme
alternative appelée dihydropteroate synthase
résistante, codée par des genes sur des plasmides.

Ces enzymes, appelées Sul.

WISE, ABOUDONIA,
(1975)
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enzymes, ont un site actif modifié qui réduit leur
affinité pour les sulfamides, permettant a la bactérie
de synthétiser I'acide folique méme en presence de

ces antibiotiques.

La tétracycline est due a la présence de génes de QU, et al, 2019
résistance, notamment les genes tet, dans les
Tetracycline | gqches multi-résistantes (MDR) de la bactérie. Ces
genes codent pour des protéines qui agissent de
différentes manieres pour neutraliser ou réduire

I'efficacité de la tétracycline.
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Depuis des millénaires, les grandes civilisations de I'Orient et de I'Occident, comme
les Sumériens, les Egyptiens, les Chinois et les Indiens, ont développé un savoir
médicinal ancestral basé sur I'utilisation des plantes. Des textes anciens témoignent de
leurs remedes élaborés a partir de la richesse végétale qui les entourait (MAZARS, 2003
; CLEMENT, 2005).

Au cours des derniéres annees, les substances naturelles, autrefois negligées au
profit des molécules de synthese, connaissent un regain d'intérét significatif (RAHAL,
2016). En effet, certaines plantes sont connues pour produire plusieurs métabolites
secondaires présentant une grande diversité biologique et structurale, leur conférant
diverses propriétés telles que la protection contre les microorganismes pathogenes
(GIBBON, 2008). Par consequent, ces plantes représentent une source unique et
renouvelable pour la recherche de nouveaux composés antibactériens afin de lutter
contre la résistance aux antibiotiques. L'un des métabolites les plus exploités dans ces

recherches est appelé "huile essentielle” (CHOUHAN et al, 2017).

1. Définition d’une huile essentielle

Les huiles essentielles sont des compositions naturelles complexes de métabolites
secondaires volatils (KALEMBA, 2003). Elles sont extraites de diverses parties des
plantes, telles que les feuilles, les graines, les bourgeons, les fleurs, les brindilles, les
écorces, le bois, les racines, les tiges ou les fruits (BURT, 2004).

Selon la norme ISO 9235, une huile essentielle est un « produit obtenu a partir d’une
matiere premiere naturelle d’origine végétale, soit par entrainement a la vapeur d’eau,
soit par des procédés mécaniques a partir de 1’épicarpe de fruits de citrus (agrumes),
soit par distillation seche, apres séparation de I'éventuelle phase aqueuse par des

procédés physiques ».
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2. Caractéristiques des huiles essentielles
2.1. Propriétés physiques

Les huiles essentielles sont des mélanges volatils de composés aromatiques qui
peuvent se présenter sous forme liquide a température ambiante. Elles peuvent étre
incolores ou avoir des couleurs différentes allant du jaune pale au vert émeraude, et du
bleu au rouge brunéatre foncé (BALZ, 1999 ; ALJAAFARI et al., 2019). De plus, les
huiles essentielles sont géneralement moins denses que I'eau, a I'exception des huiles
de sassafras et de clou de girofle (ARRIAZA, 2010). Enfin, ces produits peuvent étre
liposolubles ou solubles dans I'alcool et les solvants organiques, mais elles sont tres peu

solubles dans I'eau (ARRIAZA, 2010 ; JILANI et DICKO, 2012).

2.2. Composition chimique

La composition de nombreuses huiles essentielles a été décrite dans la littérature et
varie en fonction de différents facteurs, incluant le stade de développement des plantes,
les organes prélevés, la période et la zone géographique de récolte (KALEMBA et
KUNICKA, 2003; BURT, 2004). L’¢étude de la composition chimique est effectuée,
généralement, par chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de
masse (CPG-SM) (BAKKALI et al., 2008; KHODAMI et al., 2018), mais la résonance
magnétique nucléaire (RMN) peut également étre utilisée (TOMI et CASANOVA,
2006).

Les huiles essentielles sont des mélanges tres complexes pouvant contenir environ
20 a 60 composes a des concentrations variées. Elles sont caractérisées par deux ou
trois composants majoritaires représentant 20 a 70 % du mélange total, les autres
composants étant présents en quantités minimes. Généralement, ces composants
majoritaires déterminent les propriétés biologiques d'une huile essentielle. Ces
composants peuvent varier méme entre les huiles essentielles extraites de la méme
espéce de plante, ce qui permet de les classer en sous-catégories appelées "chémotypes™

(KALEMBAet KUNICKA, 2003; BAKKALI et al., 2008).
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Les constituants des huiles essentielles appartiennent presque exclusivement a deux
groupes biosynthétiques distincts (CROTEAU et al.,, 2000; BETTS, 2001 ;
PICHERSKY et al., 2006):

e Le groupe des terpénes et des terpénoides (plus fréquents).
e Le groupe des composés aromatiques dérives du phénylpropane (moins

fréquents).

2.2.1. Les terpenes et les terpénoides

Les terpénes sont des hydrocarbures aux structures et fonctions diversifiées, formés
par la combinaison d'unités d'isoprene (C5H8). Leur biosynthése commence dans le
cytoplasme avec la production de I'isopentylpyrophosphate (IPP) via la voie de I'acide
mévalonique a partir de I'acétyl-CoA. Les IPP s'assemblent ensuite pour former le
prényldiphosphate, le précurseur des différentes classes de terpénes. Le
prényldiphosphate est réarrangé par des synthétases spécifiques pour créer le squelette
du terpene, qui subit ensuite des modifications enzymatiques secondaires (réactions
redox) pour acquérir ses propriétés fonctionnelles.

Les principaux terpénes présents dans les huiles essentielles sont les monoterpenes
(C10) et les sesquiterpénes (C15), bien que des terpenes a chaines plus longues, tels
que les diterpenes (C20) et les triterpenes (C30), puissent également étre présents

(BAKKALI et al., 2008 ; CHOUHAN et al., 2017).

2.2.2. Les composés aromatiques (phénylpropenes)

Les phénylpropénes sont synthétisés chez les plantes a partir de l'acide aminé
phénylalanine, lui-méme produit par la voie de l'acide shikimique (MAEDA et
DUDAREVA, 2012). La phénylalanine sert de précurseur a une sous-famille de
composés organiques appelés phénylpropanoides. Bien que constituant une proportion
relativement faible des huiles essentielles, les phénylpropenes les plus étudiés incluent
le safrole, I'eugénol, I'isoeugénol, la vanilline et le cinnamaldéhyde (CHOUHAN et al.,

2017).
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3. Méthodes d’extraction des huiles essentielle
3.1. Entrainement a la vapeur d’eau

L'entrainement a la vapeur d'eau est une méthode reconnue pour extraire les huiles
essentielles sans contact direct entre I'eau et la matiére végetale. La vapeur produite par
une chaudiére traverse la matiere végétale, provoquant I'éclatement des cellules et la
libération de I'huile essentielle. Cette huile se vaporise et forme un mélange avec la
vapeur d'eau, qui est ensuite condense et séparé en deux phases : I'une aqueuse et l'autre
contenant I'huile essentielle, prévenant I'hydrolyse et la dégradation de I'huile
(MEYER-WARNOD, 1984).
3.2. L'hydrodistillation

L'hydrodistillation est une méthode utilisée pour extraire les huiles essentielles des
plantes. Elle consiste a immerger la matiére végétale dans un bain d'eau et a chauffer le
mélange jusqu'a ébullition. Cette opération se déroule généralement a pression
atmosphérique. Pendant le processus, un systeme de recyclage appelé cohobage peut
étre utilisé, ou l'eau florale est renvoyée du vase florentin vers le réacteur grace a un
siphon. A la fin de la distillation, I'huile essentielle est recueillie & partir du réacteur par

un robinet situé en bas du vase (BOURREL, 1993).

Systemé d'eau Ciiliginnas:

pour refroidissement / Vs

Huile
essentielle

«—— Eau

Matiére vegetale

Figure 07 : Appareillage utilisé pendant I’hydrodistillation d’huile essentielle
(BOURREL, 1993).
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4. Activité antimicrobienne

De nombreuses études ont rapporté que les huiles essentielles (HE) possedent des
activités contre un large éventail de bactéries, tant Gram positif que Gram négatif. En
raison de la variabilité des quantités et des profils des composants des HE, il est
probable que leur activité antimicrobienne résulte de plusieurs mécanismes d'action a
différents niveaux cellulaires plutdt que d'un seul mécanisme (BURT, 2004).

L'activité antimicrobienne des huiles essentielles dépend principalement de leur
composition chimique, notamment des composés volatils majeurs qu'elles contiennent
(SIPAILIENE et al., 2006 ; OUSSOU, 2009). Les constituants des huiles essentielles
peuvent étre classés en deux catégories selon leur voie de biosynthése : les terpénoides
et les phénylpropanoides (BUCHANAN et al., 2000).

De maniere générale, les huiles essentielles ont démontré divers effets toxiques sur

les bactéries, tels que la perturbation de la membrane cytoplasmique, l'altération de la
force motrice des protons, la fuite d'électrons et la coagulation des protéines cellulaires
(DORMAN et DEANS, 2000 ; OUSSALA et al., 2006 ; BEKHECHI,
2008). Le caractere hydrophobe des HE permet aux molécules d'affecter et de
déstabiliser la membrane cytoplasmique bactérienne, ce qui entraine une augmentation
de la perméabilitt membranaire, provoquant la fuite d'ions et de composants
intracellulaires essentiels a la survie de la bactérie, aboutissant finalement & la mort
cellulaire (BURT, 2004).

En général, les huiles essentielles sont plus efficaces contre les bactéries Gram-
positives que Gram-négatives (NAZZAR et al., 2013). La structure de la paroi cellulaire
des bactéries Gram-positives permet aux molécules hydrophobes de pénétrer facilement
et d'agir sur la paroi cellulaire ainsi qu'a l'intérieur du cytoplasme (TIWARI et al.,
2009). A linverse, chez les bactéries Gram-négatives, la présence de
lipopolysaccharides autour de la couche de peptidoglycane restreint la diffusion des

composés hydrophobes vers le cytoplasme (TROMBETTA et al., 2005).
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5. Généralité sur la cannelle de chine (Cinnamomum cassia)

Le cannelier de Chine est un arbre tropical a feuillage persistant qui se développe
dans les climats tropicaux, en particulier en Chine et en Egypte (BAUDOUX, 2015). 1|
peut atteindre une hauteur moyenne de 18 a 20 metres avec un tronc de 40 a 60 cm de
diametre et une écorce grise a marron, atteignant jusqu'a 13 a 15 mm d'épaisseur a
maturité (RAVINDRAN et al, 2003).

Pendant larécolte de la cannelle, les branches sont coupées pour en extraire I'écorce.
L'écorce est ensuite débarrassée de son épiderme et mise a sécher. Durant le séchage,
elle se roule naturellement sur elle-méme pour former des batonnets friables
ressemblant a des tubes. (EDET, 2004 ; PAUL, 2001).

Cinnamomum cassia, également connu sous le nom de Cinnamomum aromaticum,
est obtenu par distillation a la vapeur d’eau des feuilles, des rameaux et de I’écorce. Elle
appartient a I’embranchement des Spermatophytes, sous-embranchement des
Angiospermes, classe des Dicotylédones, L’ordre des Laurales, famille des Lauraceae,
genre Cinnamomum, et espece Cinnamomum cassia (RAVINDRAN et al, 2004).

La cannelle est remarquablement riche en cinnamaldéhyde, un composeé phénolique
volatil doté d'un fort pouvoir antioxydant, anti-inflammation et antimicrobien. L huile
essentielle de cannelle agit efficacement contre les bactéries, les virus, les champignons

et les parasites (BRUNETON, 2009 ; GOSWAMI, 2013).

6. Genéralité sur le Cymbopogon martini (Palmarosa)

Cymbopogon martinii, une plante de la famille des Poaceae mieux connue sous
le nom de Palmarosa, est une source importante d'huile essentielle largement utilisée
dans l'industrie de la parfumerie, de la cosmétique et de la pharmacie. Principalement
cultivée en Inde, au Pakistan, en Indonésie, au Brésil, a Madagascar et aux Comores
(FRANCHOMME et al., 1990) la Palmarosa présente un rendement moyen en huile
essentielle d'environ 0,79%, (KAUL et RAJESWARA, 1998), elle se distingue par sa

richesse en monoterpénols, notamment le géraniol qui constitue plus
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de 50% de sa composition, et d'esters confere a cette huile essentielle un profil
aromatique distinctif. (TSAI et al., 2011).

L’huile essentielle de palmarosa est réputée pour ses remarquables propriétés
thérapeutiques, en effet elle présente des activités antimicrobiennes, antifongiques,
antivirales, antihelminthiques, antioxydantes et cytotoxiques. Grace a sa relative faible
toxicité, sa volatilité élevée et sa biodégradabilité, I'huile essentielle de Palmarosa

constitue un choix attractif comme additif alimentaire naturel (PROMILA, 2018).

7. Généralité sur Lavandula stoechas

Lavandula stoechas, egalement connue sous les noms de lavande frangaise, lavande
italienne, lavande espagnole, lavande des stoechades, lavande maritime, lavande
papillon ou lavande a toupet, est une espéce historiqguement significative, étant la
premiére lavande a étre formellement décrite. Cette lavande posséde le territoire
géographique le plus vaste parmi les lavandes, se trouvant dans tout le bassin
méditerranéen, incluant I'Europe méridionale, 1’ Afrique du Nord et le Moyen-Orient,
avec une petite disjonction a la frontiére entre la Libye et I'Egypte. En termes de
classification, elle appartient au regne végeétal, embranchement des Magnoliophyta
(Angiospermes), classe des Magnoliopsida (Dicotylédones), ordre des Lamiales,
famille des Lamiaceae (ou Labiées), genre Lavandula et espéce Lavandula stoechas

(BENABDELKADER, 2012).
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Matériels et Méthodes
Problématique

La propagation de la multirésistance dans les élevages de poulets de chair est devenue un
Probléme majeur en santé publique. La consommation de viande contaminée peut étre a
I’origine de la transmission de cette bactérie, qui posséde de nombreux geénes de résistance aux
antibiotiques. Ce germe peut conduire a des infections difficiles a traiter chez les humains,

mettant en danger I’efficacité des médicaments antibiotiques et la santé publique en général.

Objectif du travail

Cette recherche avait pour but principal d'isoler et de caractériser les souches
multirésistantes d'Escherichia coli présentes au sein des fientes aviaires. L'évaluation de leur
sensibilité a un large éventail d'antibiotiques a été effectuée, puis une investigation
épidemiologique a ensuite €té menée pour mieux comprendre les facteurs impliqués dans la
propagation de ces souches résistantes. Enfin, dans l'optique de proposer une alternative
thérapeutique face au phénomeéne d'antibiorésistance, le potentiel antimicrobien d'huiles

essentielles contre ces souches a été exploré.

Lieu et durée de stage
L’¢tude a été menée au niveau du Laboratoire de Biochimie Analytique et Biotechnologie
(LABAB) de I’Université Mouloud Mammeri, Tizi-ouzou pendant une durée de trois mois

allant de février a mai 2024.

Fiche d’enquéte
Une fiche d'enquéte a été élaborée pour chaque échantillon afin de documenter les

informations spécifiques relatives aux conditions d'élevage des volailles. (Annexe N°02)

1. Matériels
1.1. Matériels biologiques
1.1.1. Souches testées
Cette étude a porté sur 35 échantillons de fientes collectés dans des poulaillers privés
d'élevage de poulets, a partir de différents batiments, récoltés au niveau de la commune de

Freha, située dans la wilaya de Tizi-Ouzou en Algérie.
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Figure 08 : Carte géographique de la wilaya de Tizi-Ouzou (Google earth).

1.1.2. Souches de références
La souche de référence Escherichia coli ATCC 25922 a été employée pour garantir la

qualité des tests d'antibiogramme.

1.1.3. Huiles essentielles
Les huiles essentielles extraites de Cinnamomum cassia, Cymbopogon martini et

Lavandula stoechas ont été employées dans cette étude.

1.2. Matériel du laboratoire
Le matériel utilisé est celui du Laboratoire de Biochimie Analytique et de Biotechnologie

(’annexe 03 renferme la liste du matériel du laboratoire utilisé).

2. Meéthodes
2.1. Prélevement

En suivant des protocoles rigoureux pour préserver l'intégrité des échantillons jusqu'au
laboratoire, des fientes de poules ont été prélevées du sol a l'aide d'une spatule stérile, puis

transférées dans des pots afin de les analyser ultérieurement.
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Figure 09 : Prélevement de fiente aviaire (photo personnelle).

2.2. Pré enrichissement

Apreés réception des échantillons de fientes au laboratoire, a l'aide d'une spatule stérile, 1 g
de matiere fécale est mis dans 10 ml d'eau peptonée tamponnée. Les tubes margqués sont ensuite
incubés dans une étuve pendant 24 heures a 37°C.

2.3. Enrichissement

1 ml de la solution de pré-enrichissement est mis dans 9 ml de BHIB, suivi d'une incubation
a 37°C pendant 24 heures.

2.4. lsolement

L’isolement des souches d’Escherichia coli a été effectué sur milieu sélectif Hektoen, en

utilisant la technique d’épuisement par stries.

35



Etude experimentale Matériels et Méthodes

Figure 11 : Ensemencement de la gélose Hektoen a partir du BHIB ensemencer (photo prise

au laboratoire).

2.5. Purification
Les colonies caracteéristiques d'Escherichia coli sont purifiées par repiquage successif sur

milieu Hektoen, suivie d'une incubation a 37°C pendant 24 heures.

Figure 12 : Souche pure d’Escherichia Coli (photo personnelle).

2.6. ldentification
L’identification s’effectue a travers diverses techniques basées sur les caractéristiques

morphologigques (macroscopigue), microscopiques et biochimiques.

2.6.1. Identification macroscopique

Elle repose sur I'observation visuelle des caractéristiques des colonies bactériennes pures
cultivées, en examinant leurs morphologies, leurs bordures et leurs aspects, ainsi que leur
couleur, texture et opacité. Ces observations macroscopiques fournissent des indications

initiales sur l'identité probable des bactéries en croissance.
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Figure 13 : Observation de colonie d’Escherichia coli sous loupe binoculaire (photo

personnelle).

2.6.2. Identification microscopique

L’identification microscopique se fait en observant les bactéries sous microscope optique
Apres une coloration de Gram. Les bactéries Gram positives présentent la couleur violette,
tandis que les bactéries Gram négatives sont colorées en rose. (\Voir les étapes de la coloration

de Gram annexe 04 ).

Figure 14: A: Réalisation des frottis bactérien, B: Escherichia Coli sous microscope

optique objectif x 100 (prise au laboratoire).

2.6.3. Identification biochimique
2.6.3.1. TSI (triple sugar iron)

Permet de différencier les entérobactéries et d’identifier certaines espéces bactériennes en
fonction de leur capacité a fermenter trois sucres (glucose, lactose, saccharose) et a produire

du gaz et des sulfures d'hydrogéne (H2S) dans le milieu.
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Figure 15 : Test TSI Positif (photo personnelle).

2.6.3.2. Uree -indole
Permet de détecter la présence de 1'enzyme uréase, et la production d’indole a partir du

tryptophane désaminase.

Urée - Urée +

R
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Figure 16: Test Urée-indole (Prise au laboratoire).

2.6.3.3. Mannitol mobilité

Le test du Mannitol est utilisé pour déterminer la capacité de la bactérie a fermenter le
mannitol, et a produire de 1’acide comme sous-produit, ce qui entraine une diminution du pH
du milieu provoquant un changement de couleur. Le test de mobilité évalue la capacité de la
bactérie a se déplacer dans un milieu semi-solide, les bactéries mobiles se diffusant a partir de
la ligne d'inoculation.
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Mobilité +
Mannitol -

Mannitol +

Figure 17: Test Mannitol- mobilité (photo personnelle).

2.6.3.4. Citrate de Simmons
Permet d’évaluer la capacité d’une bactérie a métaboliser le citrate comme unique source

de carbone en présence de I’enzyme citrate perméase.

Citrate - Citrate +

Figure 18 : Test Citrate de Simmons (photo personnelle).

2.6.3.5. Le test de catalase
Il vise a détecter la présence de 1’enzyme catalase chez les bactéries responsable de la

décomposition du peroxyde d’hydrogeéne (H202) en eau (H20) et en oxygene (O2).

Effervescence
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Figure 19 : Test de catalase (photo personnelle).

2.6.3.6. Le test d’oxydase
Le test d'oxydase est utilisé pour détecter la présence de I'enzyme cytochrome ¢ oxydase

chez les bactéries crucial dans le processus de transport d'électrons de la chaine respiratoire.

Oxydase + T

g —» Oxydase -

Figure 20 : Test de d’oxydase (photo personnelle).

2.7. Conservation des souches

La conservation des souches se fait principalement par deux méthodes distinctes. La
premiére consiste a ensemencer les souches en pente ou par piqlre centrale dans des tubes
contenant de la gélose de conservation. La seconde méthode implique le stockage des souches
dans des cryotubes contenant des solutions de glycerol. Ces approches assurent la viabilité et
la stabilité des souches sur le long terme.

2.8. Antibiogramme

L'antibiogramme est un test qui permet de déterminer la sensibilit¢ d'une souche
bactérienne vis-a-vis d'un ou de plusieurs antibiotiques connus en utilisant la méthode de
diffusion des disques d'antibiotiques sur gélose. Son objectif est d'observer et de mesurer I'effet
de ces antibiotiques sur la croissance et la survie des bactéries. (Voir les étapes de

I’antibiogramme en annexe N°=05).
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Zone d’inhibition

Disque d’antibiotique <

— > Tapis bactérien

Figure 21 : Antibiogramme d’une souche d’Escherichia coli (photo personnelle).

2.9. Recherche de la production des -lactamases a spectre élargi (BLSE)

La recherche phénotypique de la production de BLSE est réalisée par un test de synergie
utilisant la technique DDS (Double Disk Synergy) sur gélose Mueller-Hinton. Ce test permet
de mettre en évidence la présence de BLSE en observant une synergie entre un disque central
d'antibiotiques contenant un inhibiteur de béta-lactamase (amoxicilline-acide clavulanique
AMC) et des disques de céphalosporines de troisieme génération (comme la céfotaxime et la
ceftazidime), ainsi que de quatriéme génération (céfépime) et de I'aztréonam. Les disques sont
placés a une distance de 25 a 30 mm de centre a centre, puis incubés pendant 18 a 24 heures a
37°C.

La présence de BLSE se manifeste par des zones d'inhibition caractéristiques ressemblant
a des "bouchons de champagne”, témoignant de I'effet synergique entre les disques contenant

I'acide clavulanique et ceux contenant les céphalosporines testées.

2.10. Aromatogramme
L'aromatogramme est une méthode qui permet de déterminer la sensibilité des différentes

espéces bactériennes a une huile essentielle donnée.

2.10.1. Preparation des dilutions

Dans des conditions aseptiques, une solution mére de I'huile essentielle a tester est préparée
en prélevant a I'aide d'une micropipette 400 mL d'huile essentielle pure. Cette solution mere
est ensuite transférée dans un tube Eppendorf stérile. A partir de cette solution mére, une série
de dilutions est réalisée, couvrant une gamme allant de la dilution 1/2 & la dilution 1/64. A

chaque étape de dilution, 200 mL de la solution mere sont dilués dans 200 mL de DMSO.

2.10.2. Préparation de I’inoculum
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Pour préparer les inoculums bactériens, des colonies pures de la souche a tester sont
prélevées et suspendues dans de I'eau physiologique stérile. La densité optique est ensuite
évaluée a l'aide d'un spectrophotometre. Il est crucial d'ajuster avec précision cette densité pour
qu'elle se situe entre 0,08 et 0,1 a une longueur d'onde de 625 nm, correspondant a environ 0,5

sur I'échelle de McFarland.

2.10.3. Ensemencement

L'ensemencement se fait par écouvillonnage sur la gélose Muller Hilton .Cette étape doit
étre réalisée dans les 15 minutes suivant la préparation de I'inoculum pour une efficacité

maximale.

2.10.4. Dépdt des disques stériles

A l'aide d'une pince stérile, les disques de papier Wattman sont déposés avec précaution a
la surface de la gélose préalablement ensemencée. Aprés le dép6t, chaque disque est imprégné
de 10 uL des différentes dilutions préalablement préparé. 1l est également important de noter
qu'un disque témoin négatif, imprégné de 10 uL de DMSO, le diluant utilisé pour les dilutions
de I'huile essentielle, est ajouté. De plus, un disque d'antibiotique, I'imipéneme, pour lequel la

souche est sensible, est déposé en tant que témoin positif.

2.10.5. Pré-incubation
Les boites sont pré-incubées pendant deux heures a 4 degrés pour permettre la diffusion de

I’huile essentielle dans le milieu avant le début de la croissance bactérienne.

2.10.6. Incubation
Aprés la diffusion des huiles essentielles sur la gélose, les boites sont incubées a 37°C

pendant 18 a 24 heures.
2.10.7. Lecture

Les zones d'inhibition sont mesurées avec précision a l'aide d'un pied a coulisse ou d'une

regle calibrée.
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3. Analyse statistique

Une analyse de correspondances multiples a été effectuée a 1’aide du logiciel SPSS dans le

but d'étudier la relation entre les facteurs épidémiologiques.

43



J

A\

iﬁ
L
) B\
/A
S
/ E
Q‘/
/ D
J U
S
\ /S
\ /[
)
N
J—:)/

\.

4




Etude expérimentale

Résultats et discussions

1. Résultats

1.1. Résultats microbiologiques

1.1.1. Résultats de I’identification
Apres avoir effectué I'identification microscopique, macroscopique et

biochimique, les colonies pures d'Escherichia coli sur le milieu Hektoen se présentent

comme suit.

Tableau 04 : Résultats de I'ldentification des Souches d'Escherichia coli Isolées.

Identification

Macroscopique

Microscopique

Biochimique

L’aspect 3mm
La forme Colonie a
bord régulier
Couleur Saumon
Opacité Opaque
Elévation Bombée
Surface Brillante et
lisse
Consistance Humide et
homogéne

Odeur

caractéristique

- Bactérie Gram
négatif, colorée
en rose.

- Bacille ou des
coccobacille,
isolés et en
courtes
chainettes.

TSI Gaz+: décollement de la
gélose.
H2S-: pas de précipité noir.
Fermentation de glucose, de
lactose et de saccharose.
Culture +
Citratase Citrate -

Urée - indole Uréase -, indole +
Mannitol Mannitol + , Mobilité - / +
mobilité
Catalase Catalase +
Oxydase Oxydase -

1.1.2. Résultats de ’antibiogramme

L’étude de la sensibilité de 25 souches d’Escherichia coli d’origine aviaire isolées

de la matiére fécale vis-a-vis de 24 antibiotiques, appartenant a différentes familles

chimiques, a révélé la résistance de I’ensemble de souches testées & au moins un

antibiotique.

Les résultats obtenus classent les souches en trois groupes distincts selon leur

pourcentage de résistance aux antibiotiques (Tableau 05).

Le premier groupe regroupe les souches présentant les taux de résistance les plus

élevés, situés entre 60 % et 100 %. On y retrouve les aminopénicillines telles que

I’ampicilline (92 %), I’amoxicilline (80 %) et I’association amoxicilline-acide
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clavulanique (76 %). Les tétracyclines montrent une résistance de 96 %, et l'acide
nalidixique présente un taux de 72 %.

Le deuxieme groupe inclut les souches avec une résistance moyenne, variant entre
20 % et 60 %. Parmi celles-ci, on compte une résistance a la Pénicillines (48 %), le
chloramphénicol (28 %), le triméthoprime-sulfaméthoxazole (60 %), la Iévofloxacine
(40 %), la ciprofloxacine (32 %) et la kanamycine (28 %).

Enfin, le dernier groupe comprend les souches dont les pourcentages de résistance
sont les plus faibles, allant de 0 % a 20 %. Notamment, la gentamicine (8 %),
I’amikacine (4 %), I’aztréonam (4 %), et la céfalotine (16 %). Les céphalosporines de
3éme génération, telles que la céftazidime (8 %), la céfixime et cefotaxime ayant
respectivement 2 %. La ceftriaxone (12 %), et la cefotaxime (2 %) présentent
également de faibles taux de résistance.

Les souches sont toutes sensibles aux carbapénémes (imipenéme et ertapénéme),
aux céphalosporines de 2eme genération (céfoxitine) et a la tobramycine.

Parmi les souches testées, seulement trois ont été identifiées comme productrices
de BLSE (béta-lactamase a spectre étendu). Ces trois souches, apres le test de
synergie, se sont révélées résistantes aux céphalosporines de troisieme et de quatrieme

génération, mais sensibles a la cefoxitine.

Figure 23 : Antibiogramme d’une souche d’Escherichia coli BLSE (photo
personnelle).

45



Etude expérimentale

Résultats et discussions

Tableau 05 : Pourcentage de résistance et de sensibilité des souches testées.

Famille Antibiotique | Abréviation | Charge | Pourcentages | Pourcentages | Pourcentages
des souches | dessouches | des souches
sensibles |intermeédiaires| résistantes
Amino- Amoxicilline AML 25 ug 20% 0% 80 %
penicilline et S—
association Ampicilline AMP 10 8% 0% 92%
Amoxicilline+ AMC 10 g
acide 24% 0% 76%
clavulanique
Carbapéneme Imipénéme IMP 10 ug 100% 0% 0%
Ertapénéme ETP 10 ug 100% 0% 0%
Monobactames Aztréonam ATM 30 ug 96% 0% 4%
Céphalosporine Céfalotine KF 30 ug
de lére 84% 0% 16%
génération
Céphalosporine Céfoxitine FOX 30 mcg
de 2éme 100% 0% 0%
génération
Céphalosporine Céftazidime CAZ 30 mcg 92% 0%
de 3éme 8%
génération Céfixime CFM 5 mcg 84% 4% 2%
Céfotaxime CTX 30 ug 88% 0% 2%
Ceftriaxone CRO 30 ug 88% 0% 12%
Aminosides Kanamycine KAN 30 ug 2% 0% 28%
Gentamicine CN 10 pg 88% 4% 8%
Amikacine AK 30 mcg 96% 0% 4%
Tobramycine TOB 10 pg 100% 0% 0%
Tétracyclines Tétracycline TE 10 ug 0% 4% 96%
Pénicillines Pipéracilline PRL 100 pg 32% 20% 48%
Phénicolés Chloramphénicole CL 30 ug 72% 0% 28%
Assoma_tlon Trlme,thoprlme SXT 25 mcg 40% 0% 60%
sulfamides sulfaméthoxazole
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Triméthoprime
Qumolqnes et | Acide Nalidixique NA 30 ug 16% 12% 290
Fluoroquinolones
Levofloxacine LEV 5 ug 52% 8% 40%
Ciprofloxacine CIP 30 ug 56% 12% 32%
AC|de_ Fosfomycine FF 50 mcg 84% 4% 120
phosphonique

Sur I’ensemble des souches collectées, 92 % des souches se sont avérées
multirésistantes. Cette multirésistance est comprise entre 3 et 16 antibiotiques avec
des taux de 8.7% et 4,3% respectivement. La résistance a 7 antibiotiques est la plus
fréquemment observée avec un taux de 21.7%. En outre, 13,1 % des souches sont
résistantes a 6 antibiotiques. Les souches résistantes a 3, 5, 7, 10, 11 et 15
antibiotiques présentent toutes un taux de résistance de 8,7 %, tandis que celles
résistantes a 4, 9 et 16 antibiotiques ont un taux de résistance de 4,3 %. Enfin, aucun

pourcentage de résistance n'a été observé pour les souches résistantes a 12, 13 et 14

antibiotiques (Figure 23).
250%
21,7%
20,0%
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o
1]
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g 8,7%
- 8,7% »
2 8,7%
E 10,0% 8,7% 8,7% 8,7% '
5
o
o
4,3% 4,3% 4,3%
5,0%
l l 0,0% 0’0% 0'0% l
0,.0% — — —
3ATB 4ATB SATE GATB 7ATB BATB OATE 10ATB 11ATB 12ATB 13ATB 14ATB 15ATB 16ATB
Nombre de antibiotique

Figure 24 : Pourcentages de souches résistantes en fonction du nombre
d’antibiotiques.
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1.1.3. Résultats de I’aromatogramme
L’¢étude de l'activité antimicrobienne de l'huile essentielle de cannelle de Chine a
révélé que les deux souches d'Escherichia coli testées sont sensibles a cette huile

essentielle.
Antibiotique
(ttmoin positif)

Disque
imbibé de
DMSO
(Temoin
négatif)

Figure 25 : Aromatogramme d’une souche d’Escherichia coli (photo personnelle).

1.2. Résultats de I’étude épidémiologique

Au cours de I'étude, trente-cing échantillons de fientes ont été prélevés dans divers

élevages de la wilaya de Tizi Ouzou.

1.2.1. Répartition des echantillons selon le type d’élevage
Selon les résultats de I'étude, les échantillons ont été prélevés principalement dans

des élevages de poulets de chair.
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Type de poulet

u Poulet de chaire Poulet de reproduction

Figure 26 : Distribution des échantillons collectés selon le type d’élevage.

1.2.3. Repartition des échantillons selon L’age
Selon les résultats de I'étude, la majorité des échantillons (72%) proviennent de

volailles agées de plus de 21 jours (phase de finition), tandis que seulement 4% des

souches proviennent de volailles &gées de moins de 7 jours.

w0a7JOURS
DE7 a21jours
>a21jour

72%
30%
20%
- =y

0a7JOURS DE7 a21jours >a2ljour
"% a% 248% 72%

Figure 27: Distribution des souches collectées selon les différentes catégories d'age.

1.2.4. Répartition des échantillons selon la désinfection des élevages
Dapreés les résultats de I'étude, la désinfection est pratiquée par 88% des éleveurs,

tandis que seuls 12% ne I'appliquent pas.
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® E.désinfécter

E.non désinfecter

ﬂ

E.désinfécter E.non désinfecter
% 88% 12%

Figure 28 : Répartition des souches prélevées en fonction des pratiques de
désinfection des elevages.

1.2.5. Répartition des échantillons en fonction du vides sanitaires des élevages
Selon les résultats obtenus, 84 % des élevages pratiquant le vide sanitaire, tandis

que 16% ne le pratiquant pas.

Répartition des echontillion selon le vide sanitaire
84%

= oui

: -

oui non
% 84% 16%

Figure 29 : Pourcentage des souches prélevées en fonction de la mise en ceuvre du
vide sanitaire.
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1.2.3. Répartition des échantillons en fonction de la souche

Selon les statistiques obtenues, une proportion significative des souches sont
observée dans les élevages d’Arbor Acres et Cobb 500, avec respectivement 48% et

44%, tandis que seulement 8 % des souches provient des élevages Efficiency.

Répartition des echontillion selon
les souches

50%
45%
40%
35%
30% Arbor acres
25% = Cobb 500
m Efficiency
20%
15%
10%
5%

0%
Arbor acres Cobb 500 Efficiency

"% 48% 44% 8%

Figure 30 : Répartition des souches prélevées en fonction de la souche aviaires.

1.2.4. Répartition des échantillons en fonction du type de sol
D'apres les résultats obtenus, 72 % des élevages disposent d'un sol en béton, tandis

que 28 % ont un sol en terre.
Répartition des echontillion selon le type de sol

80%

70%

60%

o = BETTON
0% TERRE
30%

20%

10%

0%

BETTON TERRE
n% 72% 28%

Figure 31: Répartition des souches prélevées en fonction des types de sol.
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1.2.3. Répartition des échantillons en fonction du type de batiment

Selon les résultats obtenus, 76 % des élevages possédent des batiments en dure,

tandis que 24 % utilisent des structures en serre.

Répartition des echontillion en fonction de type de batiment

80%
70%
60%

50% uDURRE

40% CERRE

30%

20%

10%

0%
DURRE CERRE

=% 76% 24%

Figure 32 : Distribution des souches prélevées en fonction du type de batiment.

1.2.4. Répartition des échantillons en fonction de I’effectif

L'étude révele que 68 % des souches proviennent d'élevages comptant entre 2000
et 6000 sujets. En revanche, les souches issues d'élevages de petite taille (moins de
2000 sujets) et celles provenant d'élevages de grande taille (plus de 6000 sujets) sont

réparties équitablement, avec 16 % chacune.
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Répartition des echontillion selon I'effectif
70%
60%
50%
0% W< 32000 sujet
mentre (2000 et 6000)sujet
30%
>3 6000 sujet
20%
10%
0%
< 32000 sujet entre (2000 et 6000)sujet >a 6000 sujet
% 16% 68% 16%

Figure 33 : Répartition des Echantillons Prélevés selon I'Effectif.

1.2.5. Répartition des échantillons en fonction de la mortalité

Dans cette étude, la majorité des échantillons se répartissent entre des taux de
mortalité faible et élevé, avec 48 % des échantillons affichant une mortalité faible et
36 % une mortalité élevée. A l'inverse, la mortalité moyenne est peu fréquente, ne

représentant que 16 % des échantillons.

Répartition des echontillion selon la mortalité

mfaible<as
W moyenne(5310)

B remarquable> 2 10

faible<as moyenne (5310) remarquable> 310
"% 48% 16% 36%

Figure 34 : Distribution des Echantillons Prélevés selon le Taux de Mortalité.
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1.2.6. Analyse des Correspondances Multiples (ACM)

Résultats et discussions
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C Mesures de discrimination
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Figure 35 : Analyse des Correspondances Multiples.
. (A) Points d'objet etiquetés par les numéros d'observation.
. (B) Graphique conjoint des points de catégorie
. (C) Mesures de discrimination

Les résultats de I'Analyse des Correspondances Multiples (ACM) montrent que
les phénotypes de résistance ne sont pas corréelés avec les facteurs épidémiologiques
étudies. En revanche, des associations significatives ont été observées : la mortalité
est fortement corrélée avec I'espéce éetudiée, et de maniére moins prononcée avec le
type de production. De plus, des liens ont éteé identifiés entre le type de sol, I'effectif,
l'age et le type de batiment. Enfin, ’ACM révele une faible corrélation entre la

désinfection et le vide sanitaire.
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2. Discussion

La résistance croissante aux antimicrobiens dans la filiere avicole est une
préoccupation majeure, impactant gravement la santé animale et publique. Ces
élevages, avec leur forte densité de population et leurs conditions de confinement,
créent un environnement idéal pour la propagation rapide des infections. Pour
prévenir ces infections, les antimicrobiens sont largement utilisés, non seulement pour
traiter des maladies comme la colibacillose aviaire, mais aussi pour améliorer la
productivité et les taux de conversion alimentaire. Ces bactéries résistantes peuvent se
transmettre aux humains via la chaine alimentaire, constituant ainsi une menace
sérieuse pour la santé publique.

Sur un total de 35 prélevements de fientes de poulets, 25 isolats se sont avérés étre
des souches d'Escherichia coli, soit 71,42 %. Un taux plus élevé a été trouvé par
SHOBRAK et al. (2014) en Arabie Saoudite, atteignant 92 % sur 82 isolats
d'Escherichia coli, ainsi que par ZOUBAIR et al. (2014) avec un taux de 100 %.

L'analyse des profils de résistance aux antibiotiques de 25 souches d'Escherichia
coli a potentiel zoonotique a révélé une multirésistance dans 92 % des cas, confirmant
ainsi la cohérence des résultats obtenus par DUBE et MBANGA en 2018, ou toutes
les souches d'Escherichia coli isolées ont montré une multirésistance, ainsi que celle
de KAZIBWE et al. (2020) avec un taux de 89 %.

Selon les résultats obtenus lors du test de diffusion sur disques, les taux de
résistance les plus €levés ont été observés pour I’ampicilline, avec un taux de 92 %, et
pour la tétracycline, avec un taux de 96 %. Des études similaires menées par
ADZITEY et al. (2013) ont rapporté un taux de résistance respectif de 72,7% et
92,7% pour ces deux antibiotiques.

Quant & I'amoxicilline et a l'association amoxicilline-acide clavulanique, les taux
de résistance atteignaient respectivement 80 % et 76 %. Ces résultats concordent avec
ceux obtenus en Ethiopie par EDILU et al. (2019), qui avait signalé une résistance
totale. Cependant, ils différent considérablement de ceux de I'étude de BENAMEUR,
(2011), qui avaient rapporté un taux de résistance bien plus faible, a seulement

45,21%.
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L’acide nalidixique présente un taux de résistance de 72 %, en accord avec les
résultats obtenus par HUSSEIN et al. (2013) en Egypte et BENAMEUR, (2011) en
Algérie, qui avaient respectivement trouvé des taux de 80 % et 94,78 %.

Cependant, ces résultats different de ceux rapportés par LAAREM et al. (2017)
qui n'ont signalé aucune résistance pour cet antibiotique.

Ces taux elevés peuvent s'expliquer par [l'utilisation fréquente et parfois
inappropriée de ces antibiotiques dans le traitement des infections vétérinaires ainsi
que leur utilisation en tant que promoteurs de croissance. En effet, la pression
sélective exercée par ces antibiotiques favorise la prolifération de bactéries
résistantes. (GRANADOS et al., 2017).

Une résistance modérée a été observée pour les fluoroquinolones, des taux de 32
% ont été rapportés pour la ciprofloxacine, ce qui est relativement compatible avec
LAAREM et al. (2017), qui ont retrouvé un taux de 51,7 %. Des taux nettement plus
significatifs ont été observés chez BOUTAIBA, (2023) avec un taux de 82,75%.

Dans notre étude, le triméthoprime sulfamethoxazole s’est avéré relativement
efficace avec 60 % de résistance, retrouvé également chez ZIANAH et al. (2008) avec
un taux de 67,56 % et ADZITEY et al. (2013) avec un taux de 67,3 %.

Une tendance a la hausse a été observée en 2017 par LAAREM et al, avec 96 % et
en 2020 par HUSSEIN et al. (2013) avec 80 %. En revanche, aucune resistance n'a été
observée pour cet antibiotique en Ethiopie par EDILU et al. (2019).

Concernant le chloramphénicol, les résultats ont montré une résistance de 28 %,
ce qui est comparable aux taux observés en Algérie par ABERKANE et al. (2023),
qui ont trouvé des résistances de 27,5 %. En revanche, HUSSEIN et al. (2013) en
Egypte ont observé des résistances plus élevées pour cet antibiotique avec 85%.

Dans notre étude, les aminosides ont démontré une activité antimicrobienne
remarquable, avec seulement 8 % de résistance pour la gentamicine. Ces résultats sont
en accord avec ceux obtenus en 2011 pat BENAMEUR et par KAZIBWE et al, en
2020, qui ont relevé des résistances de 15,62 % et 10,7 % respectivement. En
revanche, ADZITEY et al. (2013) et BENAMEUR et al. (2014) ont rapporté des taux

de résistance beaucoup plus faibles, de 1,8 %. Cela pourrait étre dd a une utilisation
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inadéquate, puisque cet antibiotique est interdit en médecine vétérinaire en Algérie
(MEGUENNI et al., 2019). En comparant nos résultats avec des études antérieures,
une tendance croissante de la résistance aux antimicrobiens semble se dessiner.
Cependant, pour confirmer cette tendance, il est nécessaire d'effectuer une analyse
approfondie des données et de prendre en compte les facteurs contextuels propres a
chaque étude.

Quant a la tobramycine, aucune résistance n’a été détectée dans notre étude, des
résultats similaires a ceux de LAAREM et al. (2017) qui ont observe un taux de
résistance de 3,4 %.

Les céphalosporines de troisieme génération se distinguent par leur sensibilité
notable, notamment la ceftazidime qui affiche un taux de résistance minime de 8 %.
Cette observation concorde avec les conclusions de LARREM et al. (2017), qui ont
souligné une sensibilité quasi totale. En Ethiopie, toutefois, des taux de résistance bien
plus élevés ont été documentés en 2019 par EDILU et al, atteignant respectivement
15,4 % pour la ceftazidime et 92,7 % pour la cefotaxime

En ce qui concerne la cefoxitine, notre recherche a révélé une résistance
inexistante a cet antibiotique. Ce constat est en parfaite harmonie avec les résultats
obtenus par HUSSEIN et al. (2013) en Egypte.

La raison pour laquelle tous les isolats sont sensibles au céfixime pourrait étre
attribuée au fait que c'est un antibiotique récemment mis sur le marché, relativement
colteux et pas facilement accessible pour les éleveurs. Cette observation concorde
avec une étude menée par DOU et al. (2016) qui a constaté une faible résistance aux
médicaments récemment développés. (ZOUBAIR et al., 2014).

Les carbapénémes, en particulier 1'imipenéme et 1’ertapenéme, ont prouvé leur
efficacité absolue contre les 25 isolats a potentiel zoonotique testés, ne montrant
aucune résistance. Ces antibiotiques se distinguent ainsi comme des thérapies
performantes de choix, confirmant nos résultats et s'alignant avec la conclusion de
I’étude de LAAREM et al. (2017).

Cela pourrait s'expliquer par le fait que ces composés ne sont pas utilisés pour

traiter les maladies aviaires. (BANIK et al., 2022).
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Parmi les souches testées, seulement trois ont été identifiées comme productrices
de BLSE, ce qui concorde avec les résultats de BENKLAOUZ et al. (2020). La
présence d'Escherichia coli producteurs de BLSE chez les poulets de chair en Algérie
pourrait étre attribuée a la sélection de souches résistantes en raison de l'utilisation
excessive d'autres antibiotiques, tels que les quinolones, dans certains élevages
avicoles (BENKLAOUZ et al., 2020).

Cette résistance peut se propager horizontalement entre les animaux et étre
sélectionnée chez les reproducteurs, puis transmise verticalement dans la chaine de
production avicole, comme I'ont suggéré DIERIKX et al. (2013). En effet, des cas
d'Escherichia coli résistants aux céphalosporines ont récemment été détectés dans les
ovaires de reproducteurs sains de poulets de chair en Algérie (BENAMEUR et al.,
2019). De plus, l'utilisation de I'ampicilline pourrait favoriser le développement de
mutations conduisant & I'émergence des variant d'Escherichia coli produisant des
BLSE (BAQUERO, et al., 2021).

Depuis des millénaires, les huiles essentielles de plantes ont été utilisées pour la
médecine, la conservation des aliments et la parfumerie. Face a la résistance
croissante des microbes aux traitements actuels, ces huiles, grace a leur diversité
biologique, offrent une source précieuse de nouveaux agents antimicrobiens.
(SAKKAS et PAPADOPOULOU, 2017).

L'étude de l'activite antimicrobienne a révelé que seule I'huile essentielle de
cannelle de Chine présente des résultats convaincants. En effet, elle a démontré une
inhibition de la croissance des trois souches testées, avec des zones d'inhibition allant
jusqu'a 38 mm pour I'huile pure, et une CMI de 1/16, soit une inhibition de 11 mm
Des résultats similaires ont été rapportés par OULKHEIR et al. (2017), avec une zone
d'inhibition de 28 mM.

En ce qui concerne les autres huiles essentielles testées, a savoir I'huile essentielle
de palmarosa (Cymbopogon martini) et I'huile essentielle de lavande (Lavandula
stoechas), les résultats se sont révélés peu convaincants et demeurent négligeables.
Cela contraste avec les observations de LODGIA et al, en 2009, qui ont rapporté une

zone d'inhibition de 29,7 mm pour une concentration de 100% d'huile essentielle de
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palmarosa, et avec les résultats de BACHIRI et al. (2016), qui ont noté une activité
moderée de I'huile essentielle de Lavandula stoechas, avec un diamétre de 12 mM
pour une concentration de 20 pL d'HE.

Les résultats obtenus pourraient étre attribuées a des variations dans la qualité des
huiles essentielles utilisées. Il est important de noter que I'huile essentielle utilisée
dans notre étude est commerciale et industrielle, ce qui peut entrainer une diminution
des polyphénols par rapport a I'état sauvage. Les plantes cultivees a des fins
industrielles peuvent subir des modifications génétiques et des processus de culture
intensifs qui peuvent affecter la composition chimique de leurs extraits. En revanche,
les huiles essentielles provenant de plantes sauvages sont souvent plus riches en
composés actifs, tels que les polyphénols, en raison de leur adaptation aux conditions
environnementales variées. Ainsi, la diminution des polyphénols dans les huiles
essentielles commerciales pourrait contribuer a une activité antimicrobienne moindre
par rapport aux résultats obtenus avec des extraits provenant de plantes sauvages
(BENTAHAR et al, 2020).

Les résultats de I'Analyse des Correspondances Multiples (ACM) révélent que les
phénotypes de résistance n'affichent aucune corrélation avec les facteurs
épidemiologiques étudiés. Cette observation contraste avec les travaux de SACI et al.
(2024), qui ont déemontré une corrélation presque totale entre la resistance et les
facteurs épidémiologiques.

L'étude a mis en lumiere une corrélation entre la mortalité et I'espéce, tandis que
cette corrélation est moins marquée avec le type de production. En revanche, SACI et
al. (2024) ont observé que I'age joue un réle crucial dans la mortalité au sein des
élevages, en notant que les volailles en phase de démarrage sont particulierement
vulnérables aux infections, ce qui se traduit par un taux de mortalité plus élevé.

Une corrélation entre le type de sol, l'effectif, I'age et le type de batiment a
également été identifié, ce qui rejoint les observations de SACI et al. (2024), qui ont
souligné une forte présence de souches pathogénes chez les volailles en phase de
démarrage et de croissance. Par ailleurs, HECKERT et al. (2002) ainsi qu’ABO-AI-

ELA et al. (2021) ont rapporté que des espaces restreints dans les batiments
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conduisent a un surpeuplement, induisant du stress chez les volailles et affectant leur
systéeme immunitaire.

Une corrélation entre le type de sol et les pratiques de désinfection a également été
établie, en accord avec les travaux de ISMAIL et al. (2013), ARTASENSI et al.
(2021) et CAPRIA et al. (2022). Ces études expliquent que les sols durs, avec leur
surface rigide et poreuse, sont difficiles a nettoyer efficacement, favorisant ainsi
I'accumulation de saletés, de débris organiques et de bactéries, ainsi que la formation
de biofilms qui protegent les bactéries contre les procédures de nettoyage et de
désinfection.

Les élevages avicoles dotés de batiments solides avec une conception inadaptée
présentent une prévalence accrue de maladies en raison d'une ventilation insuffisante,
ce qui favorise I'accumulation d'humidité et de gaz ammoniac, comme le rapportent

WLAZLAK et al. (2023).
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Conclusion

L'objectif de cette étude était d'évaluer la résistance aux antibiotiques des souches
d'Escherichia coli prélevées dans 35 échantillons de fientes collectés principalement dans la
région de Freha a Tizi-Ouzou, en Algérie. Les résultats offrent des informations importantes
afin de garantir la sécurité alimentaire et la santé animale et humaine.

Les constatations de I'étude révelent une résistance étendue d'Escherichia coli a plusieurs
familles d'antibiotiques. Les tétracyclines ont montré le taux de résistance le plus élevé,
atteignant 96%, suivi par I'ampicilline a 92% et I'amoxicilline-acide clavulanique. Des taux
de résistance moyens ont été observes pour le chloramphénicol, le triméthoprime-
sulfameéthoxazole, la lévofloxacine, la ciprofloxacine et la kanamycine, tandis que les
résistances les plus faibles ont été constatées pour la gentamicine, I'amikacine, I'aztréonam et
la cefalotine, ainsi que pour les céphalosporines de 3eme genération (céftazidime, cefixime,
ceftriaxone).

La majorité des souches isolées ont montré une résistance a 8 antibiotiques (21,7%), et
13,1% étaient résistantes a 6 antibiotiques. Aucune souche n'a présenté de résistance a 12, 13
ou 14 antibiotiques. Le principal mécanisme de résistance aux béta-lactamines était la
production de béta-lactamases, avec trois souches identifiées comme produisant des béta-
lactamases a spectre étendu (BLSE).

L'étude souligne l'usage excessif et non régulé des antibiotiques par les éleveurs, sans
consultation préalable d'un vétérinaire, favorisant I'émergence et la propagation de souches
résistantes, voire multirésistantes. L'évaluation de [lactivité antimicrobienne de [I'huile
essentielle de cannelle de Chine a démontré son efficacité contre deux souches d'Escherichia
coli, suggérant son potentiel comme agent antimicrobien naturel.

L'Analyse des Correspondances Multiples (ACM) n'a pas révélé de corrélation entre les
phénotypes de résistance et les facteurs épidémiologiques étudiés, mais a mis en évidence des
corrélations significatives entre ces facteurs. Ces résultats indiquent que la résistance aux
antibiotiques chez Escherichia coli est influencée par plusieurs facteurs environnementaux et
de gestion.

Pour contrer I'évolution et la propagation des souches multirésistantes, il est crucial de
pPromouvoir :

v Une utilisation responsable des antibiotiques.

v/ L'élaboration de nouvelles stratégies innovantes.
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v" Une sensibilisation étendue impliquant les vétérinaires, médecins et le grand public sur
I'importance de restreindre l'usage des antibiotiques aux cas nécessaires, en respectant
strictement les directives de prescription.

v L'intégration de pratiques de prévention et de controle des infections dans les domaines
de la médecine humaine et vétérinaire, telles que la réalisation systématique de tests
d'antibiogramme avant toute prescription d'antibiotiques, et I'application de principes
d'hygiene rigoureux tels que la séparation des animaux par classe d'age, la désinfection,

le nettoyage régulier et les périodes de vide sanitaire.

En combinant ces mesures préventives avec une surveillance continue de la résistance aux
antibiotiques et une collaboration étroite entre les professionnels de la santé et les éleveurs,
nous pouvons espérer ralentir efficacement I'émergence et la diffusion des souches
multirésistantes.

En perspectives futures, les BLSE isolées dans cette étude devraient faire I'objet d'autres
études sérologiques et génétiques pour mieux caractériser leurs propriétés pathogenes et leurs

mécanismes de résistance aux antibiotiques a I'échelle régionale et mondiale.
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Annexe 01

Annexe

Tableau 04 : Tableau Comparatif des Antibiotiques : Mode d'Action, Effet Antibactérien,

et Spectre d'Activité.

transpeptidation, uneétape
cruciale dans la formation
du peptidoglycane, les
empéchant ainsi de
remplir leurs fonctions.
Ces enzymes, situées sur
la face externe de la
membrane interne, sont
appelées
protéines liant les
pénicillines (PLP). Le
nombre de PLP varie
selon les especes
bactériennes, allant de 3 a
plus de 8§, et elles
présentent des affinités
différentes pour chaque

famille de B-lactamines

Antibiotique Mode d’action Effet Spectre d’activité | Référence
antimicrobien
Bétalactamines | Lesp-lactamines partagent Bactéricide Large éventail de Cavallo et
14 : ) . o \ al.,
I un mécanisme d’action bactéries a gram
. Pénicillines 2004
commun : elles inhibent positiveet négative '
.Céphalosporines la svntheése du \
yn Notamment. Fauchere et
. Carbapénéme | Peptidoglycane de la paroi Avril, 2002
bactérienne en se liant de Staphylococcus .
Pseud. Fisher et
maniére covalente a seuagomonas
Acinetobact Meroueh
certainesenzymes cinetobacter
I hil , 2005.
responsables de la aemopniius
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Aminoside

Ces molécules perturbent
la traduction des acides
ribonucléiques messagers
(ARNm) et la synthese
des protéines. Une fois
qu'elles pénétrent
passivement dans la
bactérie, elles sont
acheminées vers les
ribosomes, ou elles
interférent avec la sous-
unité 30S, essentielle pour
la lecture de I’ARNm
lors de la synthese
des peptides. Cela
entraine la production de
protéines défectueuses
appelées « protéines non-
sens », qui provoquent la

mort des bactéries.

Bactéricide

Les aminosides sont
principalement actifs
contre les bactéries a
Gram négatif
aérobies, incluant les
bacilles, Cocci et
coccobacilles.
Ils sont également
efficaces contre les
staphylocoques et
certains bacilles a

Gram positif.

Robert, 2013

Toumi et al
2008

Rifamycine

Ces molécules se lient a la
sous-unité f de I'ARN
polymérase dépendante de
I'ADN, ce qui empéche
l'initiation de la
transcription de I'ADN
bactérien en ARN

messager

Bactéricide

Staphylococcus,
Enterococcus,

Mycobacterium

Robert, 2013
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.Tétracyclines
. Doxycycline
. Tétracycline

. Minocycline

Se fixe a la sous- unité
30S du ribosome empéche
l'attachement de 'ARN de

transfert (ARNt) au site
A, inhibant ainsi la

synthése protéique.

Bactéricide et

bactériostatique

Comprennent des
genres tels que
Chlamydia, Brucella,
Rickettsia, De plus,
elles incluent des
bactéries a Gram
positif comme
Neisseria, Bacillus
anthracis, Yersinia

pestis

Yala et al., 2001

Quinolone
.Ciprofloxacine
. Levofloxacine

. Moxifloxacine

Se fixe a la sous- unité
30S du ribosome empéche
l'attachement de I'ARN de

transfert (ARNt) au site
A, inhibant ainsi la

synthése protéique.

Bactéricide et

bactériostatique

Les Quinolone de
Premiere génération
sont actives sur la
plupart des
entérobactéries :
Escherichia coli,
Klebsiella
Citrobacter
Les
Quinolone de
deuxiéme
génération :
Le spectre
¢largi
Pseudomonas

aeruginosa

Cécile
enguehard et
Alain gueiffier,
2005
Gaudy et al.,
(2005)
Mammeri et al.,

(2013)
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Fosfomycine La fosfomycine inhibe la bactéricide large spectre sur les | Alfandari, 2014
synthése de la paroi gram +
bactérienne en bloquant )
au (et les bacile a
I'enzyme pyruvyl-
staphylococcus
transférase, ce qui
aureus
empéche la formation de
l'acide N- gram —(les
acétylmuramique, un entérobactérie sauf
composant essentiel du morganella
peptidoglycane. morganii
Les Les macrolides bactéricide Bactéries a Gram SINGLETON,
macrolides négatif et positif 2005)

provoquent une
terminaison prématurée
de lasynthese
polypeptidique.

Ils se lient a la
peptidyltransférase et ils
peuvent, dans certaines

conditions, inhiberla
transpeptidation,et/ou
déclencher une
translocation abortive,
conduisant a la
libération d’un
polypeptide

incomplet

Streptococcus
pneumoniae
(pneumocoque)

Streptococcus
pyogenes
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Les sulfamides
et
triméthoprime

Ils entrent en compétition
avec le PAB, bloquant
ainsi l'action de la
dihydroptéroate
synthétase et inhibant la
syntheése de l'acide

tétrahydrofolique (THF).

Bactériostatiqu

(&

Les sulfamides ont un
spectre large (ils sont
cependant inactifs sur
Enterococcus
Spp.
les mycobactéries,
Pseudomonas
aeruginosa,
Les germes
anaérobies, les

spirocheétes)

YALA et al.,
2001
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Annexe 02 : Enquéte épidémiologique

Q1. Type de volaille :

p.C ] PP[_] PR [ ] AULEE oo

Q7. Quel est le nombre de batiments ?

a. Un
b. Plusieurs

Q9. Quel est I’effectif de 1’élevage ?
Q10. Quelle est la nature du sol ?

a. En béton
b. Terre battue
c. Sol grillage

Q12.La désinfection est-elle PratiqUEE ?..........cceevrerierieinienieieeeerieeee ettt saese s e e ese e
Q13. Le type d’alimentation donné aux volailles : (forme)

Q14. Quelle est la durée de stockage des aliments ?

Q16. Quelle est 1’0rigine de I’€aU 2.......cceieiieiiieiieieeieeee ettt

a. Puits
b. Adduction urbaine

Q17. Quels sont les traitements réalisés ? (Avant prélévement)

Q21. Quel est le taux de MOTTALILE ?.......cccuiieiiieeiiiecie et e s



Annexe 03 : Equipements et milieux utilisés au laboratoire de microbiologie

> Appareils

> Verreries

> Outils

Autoclave a 120°C.
Bain Marie.
Vortex.

Etuve 37°C.
Spectrophotometre.
Séchoir.
Réfrigérateur.

Microscope optique.

Tubes a essai.
pipettes Pasteur.
Erlenmeyer.
Flacons.

Lames.

Pipettes graduées.

Macro pipette.

Micropipettes (1000ul et 100ul).

Macropipette.

Embouts stérile.

Anse a boucle (Anse de platine ).

Boites de Pétri.
Cryotubes.
Ecouvillons.
Pince métallique.

Bec bunsen.

Annexe
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> Milieux de culture et réactifs

e Eau peptonée tamponnée.

¢ Bouillon BHIB (Brain Heart Infusion Broth).
e Milieu Hektoen.

e Milieu Muller-Hinton.

e Milieu GN (gélose nutritive).

e Milieu TSI (triple sugar iron).

e Milieu urée indole.

e Milieu Mannitol-Mobilité-Nitrate.

e "Milieu citrate de Simmons.

e [Eau physiologique stérile et eau distillée stérile.
¢ Violet de Gentiane Lugol, alcool, fushine.

e Glycérol.

e disques oxydases.

e Peroxyde d’hydrogene.
e Ethanol.
e Huile de vaseline.

e Kovacs.
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Annexe 04 : Les étapes de la coloration de gram

1. Préparation du frottis

Une colonie bactérienne caractéristique d’Escherichia coli est prélevée et déposée sur la
lame qui contient une goutte d’eau physiologique, le frottis est ensuite fixé en passant la lame
au- dessus d'une flamme de bec Bunsen pour un chauffage léger.

2. Coloration primaire

Quelques gouttes de cristal violet ou de bleu de méthyléne sont appliquées sur le frottis
pendant environ une minute. Ensuite, le colorant primaire est éliminé en ringant abondamment
a l'eau courante.

3. Fixation (mordancage)

Quelques gouttes de solution de Lugol sont ajoutées sur le frottis et laissées en contact
pendant environ une minute. Ensuite, 1'excés de Lugol est éliminé par un ringcage abondant a
l'eau courante.

4. Décoloration

Le frottis est ensuite rincé avec de 1'éthanol a 96 % pendant quelques secondes (environ 1 a
10 secondes), puis il est rincé a l'eau. Cette étape permet de décolorer certaines bactéries tout
en préservant d'autres intactes.

5. Contre coloration

Appliquée La fuchsine sur le frottis pendant environ 1 minute. Ce qui contre colore le

cytoplasme des bactéries gram négatif en rose puis séchez a I’ Aire libre.

6. Observation microscopique

Une goutte I’huile d’immersion est ajoutée sur La lame avant I’observation. L observation
est effectuée sous 1’objectif 100.
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Annexe 05 : Les étapes de la réalisation d’un antibiogramme

1. Le choix du milieu

Mueller-Hinton (MH) agar est le milieu de culture utilisé pour les tests de sensibilité
aux antibiotiques, Sa composition est spécialement formulée pour favoriser une croissance
uniforme des bactéries sans interférer avec l'efficacité des antibiotiques testés. La gélose
Mueller-Hinton est coulée dans les boites de Pétri a une épaisseur de 4 mm et doit étre séché

avant utilisation.

2. Préparation de I’inoculum

La suspension bactérienne est préparée en diluant quelques colonies bactériennes
caractéristiques d'Escherichia coli provenant d'une culture pure incubée pendant 18 heures a
37°C sur milieu d’isolement approprié¢ ( GN) , dans de l'eau physiologique stérile a 1'aide
d'une pipette Pasteur. Aprés homogénéisation a I’aide d’un vortex, le densité optique de la
suspension bactérienne est mesurée a 1’aide d’un un spectrophotométre classique, elle doit
étre ajustée pour obtenir une valeur comprise entre 0.08 et 0.1 a une longueur d’onde de

A=625 nm.
3. Ensemencement

L'ensemencement est réalisé a l'aide d'un écouvillon stérile préalablement imprégné
de la suspension bactérienne. Apres avoir €té essoré délicatement contre la paroi du tube, des
stries serrées sont appliquées de haut en bas sur toute la surface de la gélose Muller Hilton, en
tournant la boite de Pétri de 60 degrés a chaque série de stries pour assurer une répartition
uniforme des bactéries. Cette opération est répétée trois fois. Pour finaliser I’ensemencement,
I'écouvillon est glissé le long de la périphérie de la gélose. Cette procédure doit étre réalisée
dans les 15 minutes suivant la préparation de l'inoculum pour garantir l'efficacité de

I'ensemencement bactérien.
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4. Dépot des disques d’antibiotique

A T'aide d'une pince stérile, les disques d'antibiotiques sont déposés avec précaution a
la surface de la gélose préalablement ensemencée. Apres le dépot, chaque disque est 1égérement
pressé sur la gélose pour assurer un bon contact. Les disques sont espacés d'environ 3 cm afin
d'éviter toute interférence entre les zones d'inhibition des différents antibiotiques. Les boites
sont ensuite laissées a température ambiante pour permettre aux antibiotiques de diffuser dans
le milieu avant le début de la croissance bactérienne, facilitant ainsi 'observation des zones

d'inhibition et l'interprétation des résultats d'antibiogramme.

5. Incubation
Apres la pré-diffusion des antibiotiques sur la gélose, les boites sont incubées a 37°C

pendant 18 a 24 heures.

6. Lecture

Les zones d'inhibition sont mesurées avec précision a l'aide d'un pied a coulisse ou
d'une regle calibrée. Ces mesures sont cruciales pour interpréter les résultats en fonction des
diametres critiques établis par les recommandations du Clinical and Laboratory Standard
Institute (CLSI) 2023. Les résultats sont ensuite classés en trois catégories : sensible, résistant

ou intermédiaire.

7. Controle de qualité

Pour interpréter correctement les résultats obtenus lors de notre expérimentation, une
souche de référence spécifique, Escherichia coli ATCC 25922, (selon les normes du CLSI
2023) est utilisée. Les diamétres des zones d'inhibition mesurées sont comparés aux valeurs
de référence pour assurer la validité de la technique et la fiabilit¢ des résultats ainsi que

l'efficacité des disques d'antibiotiques
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Annexe 06: Compostions des milieux de culture utilisés en g/L

Bouillon ceeur-cervelle (BHIB)

- Protéase-peptone.........ccccveevvieenieennieeniieenne 10g
- Infusion de cervelle de veau...........cccuvvenenee. 12,5¢
- Infusion de cceur de boeuf..........occvveiiieiinnn. 5,0g
= GIUCOSE...coceiieiieeieeie et 2,0g
- Chlorure de sodium...........cccceveiiiieniiiniienne S5¢g
- Hydrogénophosphate de sodium..................... 2,5¢
- pH74

Gélose Hektoen
- Protéase peptone........cccccueeveieerciieeniiieenieeeen. 12¢g
- Extraitde levure.........ccoccoeviiviiienieniieiee, 3,0g
- Désoxycholate de sodium.............ccceeevrennennee. 9,0g
= LactoSe....uiieiieeieeeee e 12¢g
- SacCharose........ovveeierieniiciencee e 12¢g
= SaAlICINE.c..eiiiiiieieeeeeeee e 2,0g
- Bleu de bromothymol.............ccccceniinnnin. 65mg
- Fuchsine acide.........cccevvieviiiniieiiiieeiee, 100mg
- Thiosulfate de sodium............cccoeevrerienneennenn. 5,0g
- Citrate ferrique ammoniacal...............cceeun..... 1,5g
- Chlorure de sodium..........cccceeeevieriieereenirennnenns 5,0g
s AGAT 15¢g



Gélose Mueller Hinton

- Hydrolysat acide de caséine (peptone)............. 175¢g

- Extrait de viande...........cccoooiieiiiiniiiiieiee 2g

= AMIAON...coiiiiee e 1,5g

- CalCiuM....cciiciiecieceee e 20 a25¢g

- MagnéSium........coceeevierieeiieeieeieeeee e 10a12,5g
m AGAT e 15¢g

- L-Tryptophane...........coceiiiiniiniiiiiiiieee, 3g

= KH2PO....o e lg

- Chlorure de sodium..........cccceeeevierieereenieennnenns S5g

= UTCC e 20g

- Alcool A95°% e, 10ml

- Rouge de phénol..........cccoeviiviieiiiniieiie, 0,025mg

- pH final : 6,8+ 0,2

Milieu citrate de Simons :

- Citrate de sodium...........ccceeeveerienciienienieenen, 20¢g

- Phosphate d'ammonium dihydrogéné................. 1.0g

- Sulfate de magnésium...........ccceccveevrerriencreenieennnnnns 0,2¢g
- Chlorure de sodium..........ccccvevveenreenieenreeneennne. 50¢g

- Bromothymol bleu (indicateur de pH)................. 0,08 g
s AZAT s 150¢g

Milieu Mannitol mobilité

- Peptone:10g

Extrait de viande : 3 g

Manitol : 10 g

Rouge neutre (indicateur de pH) : 0,025 g

Agar:03¢g
- pH7,2+0,2
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