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RESUME

Les entérocoques font partie de la flore normale intestinale des animaux et
des humains. Plusieurs études ont démontré que les entérocoques d’origine
animale pouvaient représenter un réservoir de génes de résistance aux
antibiotiques pour la communauté humaine et animale.

Les objectifs de la présente étude ont été de récolter des informations
concernant l'utilisation des antibiotiques en élevage avicole, étant donné que
l'utilisation abusive des antibiotiques est le facteur de risque majeur d’apparition
des antibiorésistances. Puis dans un second temps, évaluer le portage digestif
des différentes souches d’entérocoques chez la volaille et I'étude de leurs
résistances aux différentes familles d’antibiotiques.

L’enquéte par questionnaire auprés de 134 vétérinaires praticiens a montré
gue les échecs thérapeutiques sont rencontrés dans prés de 90 % des cas et
gue le recours au diagnostic de laboratoire se fait le plus souvent aprés échecs
thérapeutiques.

L’étude du portage digestif des espéces d’entérocoques chez la volaille a
montré la prédominance de deux espéces a savoir I'E.faecalis et I'E.faecium.

Au total, 278 souches d’entérocoques isolées de la volaille ont été testées pour
leurs susceptibilités aux antibiotiques par la méthode de diffusion sur gélose. Un
panel de dix antibiotiques a été teste.

De hauts pourcentages de résistance a la Tétracycline et a I'Erythromycine ont été
observés (90.65% et 69.06% respectivement), des bas niveaux de résistances
aux Pénicillines, Ciprofloxacine, Nitrofurantoines et Chloramphénicol avec des
taux de 07.91%, 04.68%, 03.60% et 01.08% respectivement. Des résistances a
des concentrations élevées aux Aminoglycosides ont été enregistrées
(Streptomycine a 17.99% et Gentamycine a 04.32%). Cependant, toutes les

souches ont été sensibles a la Vancomycine et a 'Ampicilline.

Mots-clés : Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium, Résistance aux

antibiotiques, Volaille.



ABSTRACT

Enterococci are part of the normal intestinal flora of animals and humans.
Several studies have shown that enterococci of animal origin may represent a
reservoir of antibiotic resistance genes for the human and animal community.

The objectives of the present study were to gather information on the use of
antibiotics in poultry farming, as overuse of antibiotics is the major risk factor for
the development of antibiotic resistance. Then, in a second step, to evaluate the
digestive carriage of the different strains of enterococci in poultry and to study their
resistance to the different families of antibiotics.

The questionnaire survey of 134 practicing veterinarians showed that
therapeutic failures are encountered in nearly 90% of cases and that laboratory
diagnosis is most often used after therapeutic failures.

The study of the digestive carriage of Enterococcus species in poultry
showed the predominance of two species, namely E.faecalis and E.faecium.

A total of 278 strains of enterococci isolated from poultry were tested for antibiotic
susceptibility using the agar diffusion method. A panel of ten antibiotics was
tested.

High percentages of resistance to Tetracycline and Erythromycin were observed
(90.65% and 69.06% respectively), low levels of resistance to Penicillin,
Ciprofloxacin, Nitrofurantoin and Chloramphenicol with levels of 07.91%, 04.68%,
03.60% and 01.08% respectively. Resistance to high concentrations of
Aminoglycosides has been recorded (Streptomycin 17.99% and Gentamycin

04.32%). However, all strains were susceptible to Vancomycin and Ampicillin.

Keywords: Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium, Antibiotic resistance,

Poultry.
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INTRODUCTION

L’antibiorésistance est un probleme mondial tant en médecine humaine
gu'en médecine vétérinaire. La présence de microorganismes résistants aux
antibiotiques dans les matiéres fécales d’animaux suscite de vives inquiétudes,
car ces microorganismes pourraient étre transmis a 'homme via la chaine
alimentaire contaminée [1]. Parmi ces micro-organismes, les entérocoques qui
font partie de la flore commensale du tractus gastro-intestinal de 'homme et des
animaux [2], et qui ne sont pas connus pour étre particulierement pathogénes.
Cependant, leur réle dans les infections opportunistes et nosocomiales a
considérablement augmenté ces derniéres années. Les deux principales especes
responsables d’infections chez I'homme sont Enterococcus faecalis et

Enterococcus faecium.

Le choix de ce modéle d’étude est conforté par le fait qu'actuellement, la
prévention des maladies nosocomiales et la résistance aux antibiotiques
deviennent des problemes majeurs de santé publique.

Aujourd’hui trois éléments conduisent a un regain d'intérét pour les
entérocoques, a savoir l'augmentation croissante de leur isolement au cours
d'infections diverses, limportance de la place qu'ls occupent en pathologie
nosocomiale et I'émergence et 'accumulation de mécanismes de résistance aux
antibiotiques.

Outre leur résistance intrinséque a de nombreux antibiotiques, y compris la
résistance aux Céphalosporines, a la Clindamycine, aux Aminoglycosides et
autres Beétalactamines, les entérocoques ont la capacité d'acquérir d'autres
résistances aux antibiotiques via des éléments génétiques mobiles comme les
plasmides, les transposons, les échanges ou mutations chromosomiques [3].

Le dernier développement en matiére de résistance, a savoir l'acquisition de la
résistance aux Glycopeptides (ERG), a également été le plus impressionnant et le
plus surprenant. C'est ce qui expligue leur suivi dans les programmes de
surveillance de la résistance aux antimicrobiens en tant qu'indicateurs de la

résistance aux antibiotiques des bactéries Gram positif.



La plus grande menace que présentent ces entérocoques résistants aux
Glycopeptides est sans doute leur capacité a transférer les genes de résistance

a des bactéries Gram positif plus pathogenes comme les staphylocoques dorés.

La synthése bibliographique présentée dans ce manuscrit est divisée en
trois parties. La premiere résume les connaissances actuelles sur le genre
Enterococcus, son environnement, son pouvoir pathogéne et ses facteurs de
virulence. La seconde partie se veut étre sur les antibiotiques utilisés en
production aviaire et sur I'émergence des résistances aux antibiotiques. Dans la
derniere partie sont décrites les résistances aux antibiotiques rencontrées chez les
entérocoques.

Le principal objectif de ce projet est d’étudier la résistance aux antibiotiques
des entérocoques d’origine animale. Ce projet comprend les objectifs spécifiques
suivants :

1. Récolter des informations sur [l'utilisation des antibiotiques en élevage
avicole.

2. Evaluer le portage digestif des différentes espéces d’entérocoques chez la
volaille.

3. Etudier la résistance des différentes espéces isolées aux antibiotiques et

en particulier aux Glycopeptides.



CHAPITRE 1
GENRE ENTEROCOCCUS

1.1. Taxonomie:

Le nom « Entérocoque » a été pour la premiére fois utilisé en 1899 par
THIERCELIN. Ce nom a été proposé pour préciser l'origine intestinale d'un
nouveau diplocoque a Gram positif [4]. Les entérocoques ont subi par la suite de
considérables changements dans leur taxonomie.

Ceci a commencé par la séparation du genre Streptococcus et la

reconnaissance des entérocoques comme genre distinct. En 1903, THIERCELIN
et JOUHAUD ont introduit le terme de « Genre Enterococcus ».
Les entérocoques ont été séparés des streptocoques, dans un premier temps sur
la base d'études d'hybridation ADN-ADN et ADN-ARNr. Cette séparation a été
confirmée par la suite par I'analyse de séquences de 'ARNr 16S qui a montré que
les entérocoques différaient aussi des lactocoques et de certains autres coques a
Gram positif [5] [6] [7]. Les streptocoques et les lactocoques avec qui les
entérocoques étaient liés dans le passé sont plus distants.

Le genre Enterococcus est placé dans la famille des Enterococcaceae.

Aux deux espéces initialement placées dans le genre Enterococcus (E.faecalis et
E.faecium) se sont rajoutées de nombreuses especes. Le genre Enterococcus
comptait 37 espéeces en 2011, 47 espéeces en 2013 (Voir figure 1.1) et 55 espéces
en 2017 [8] [9] [10].

Classification [5] :

Régne Bacteria

Division Firmicutes

Classe Bacilli

Ordre Lactobacillales
Famille Enterococcaceae.

Genre Enterococcus
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Figure 1.1: Arbre phylogénique du genre Enterococcus reposant sur le

séquencgage du géne codant pour ’ARNr 16S [11].

Les analyses génétiques (Etudes des ARNr 16S et de l'espace intergénique
16S-23S) montrent que le genre Enterococcus est hétérogéne et qu'il est possible
de reconnaitre des groupes d'especes au sein de ce genre.

Toutefois, la composition de ces groupes est différente selon les techniques
utilisées et selon les auteurs [12].

Selon WILLIAMS et al. [13], DE GRAEF et al. [14] et KOORT et al. [15], le genre
Enterococcus est constitué des groupes (1) Avium; (Il) Cecorum; (lll) Dispar; (1V)
Faecalis; (V) Faecium et (VI) Gallinarum.

Les especes E.hoeniculicola, E.saccharolyticus et E.sulfureus constituent des
groupes séparés et E.camelliae et E.italiens semblent apparentés a E.sulfureus.

De part leur faculté a métaboliser les sucres en produisant (Majoritairement)
de l'acide lactique, les entérocoques appartiennent également au groupe des
bactéries lactiques. La plupart des entérocoques appartiennent au groupe
sérologique D de la classification de LANCEFIELD [16].
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1.2. Caractéres culturaux et biochimiques:

Les entérocoques sont des bactéries a Gram positif, catalase négative, non-
sporulant, anaérobie facultatif, qui se présentent sous forme de coques isolés ou
arrangés en paires ou en chainettes et dont le génome contient un faible
pourcentage en G+C (37,5 a 44 %) [17].

Certaines souches de Enterococcus faecalis sont -hémolytiques sur gélose au
sang (E.faecalis var. zymogénes), alors que les autres espéces d’entérocoques
sont généralement a-hémolytiques ou non hémolytiques.

Quelques espéces sont mobiles (E.casseliflavus et E.gallinarum qui sont mobiles
a 30°C). Les entérocoques ont une température de croissance optimale de 35 °C
bien que la plupart des espéces de ce genre peuvent croitre et résister a des
conditions hostiles. En effet, ces microorganismes sont habituellement capables
de pousser sous des températures allant de 10 a 45 °C. Ills peuvent aussi croitre
en présence de 6.5 % de NaCl, a pH 9.6, et ils survivent a un traitement de 60°C
pendant 30 minutes [18].

Les entérocoques sont aussi capables d'hydrolyser I'esculine en présence
de sels biliaires (test bile-esculine), ainsi que la leucine-p-naphthylamide (LAP)
par la production de leucine aminopeptidase (LAPase).

La plupart des entérocoques, a part E.cecorum, E.columbae, E.pollens,
E.saccharolyticus, et certaines souches des especes E.canintestini, E.devriesei et
E.moraviensis, hydrolysent aussi la L-pyrrolidonyl-P-naphthylamide (PYR) par la
production de pyrrolidonyl arylamidase (Pyrrolidonase (PYRase)) [18].

Ces caractéristiques biochimiques et en particulier la dégradation de certains
sucres ont permis la mise au point en bactériologie clinique de milieux « sélectifs »
pour les entérocoques (Milieux dits bile-esculine) mais aussi de dépistage rapide
par méthode chromogéne, intéressants dans un contexte d’épidémie a ERV.
Enfin I'identification des entérocoques est aisée par la technique de spectrométrie
de masse de type MALDI-TOF ou par certaines technigues moléculaires comme
le séquencage du géne sodA codant pour TARNr 16S [19] [20] [21].



12

1.3. Niches écologigues :

Les entérocoques sont des bactéries ubiquistes présentes dans différentes
niches écologiques telles que l'intestin de I'hnomme et des animaux dont les
reptiles, les oiseaux et méme les insectes [22] [23] [24] [25].

Leur présence a méme été démontrée chez certaines especes animales

préhistoriques auxquelles ils ont su s’adapter en évoluant avec les habitudes de

vie au long des ages [11] [26]. On les retrouve également dans le milieu extérieur

(Plantes, sols, eaux...) [27].

La plupart des espéeces du genre Enterococcus participent a la composition des

flores intestinales. lls sont de bons indicateurs de contamination fécale [28].
Plusieurs espéces peuvent cohabiter au sein d'une méme niche écologique

mais il existe une relative spécificité d'hote.

1.3.1. Chez 'homme :

Les entérocoques sont des membres minoritaires de la communauté
bactérienne du tractus gastro-intestinal chez I'homme adulte. Les analyses
moléculaires ont démontré que ces bactéries ne formaient qu'environ 1% de la
microflore intestinale chez un adulte [29].

De nombreuses études ont établi qu'E.faecalis est l'espéce la plus
communément retrouvée parmi les entérocoques [30] [31], suivie par l'espéce
E.faecium. On retrouve généralement de 10° & 10 et 10* 4 10° E.faecalis et
E.faecium, respectivement, par gramme de féces humaines. Par contre,
I'observation de ces deux espéces est beaucoup moins prévalente chez le bétail
[32]. Ces deux espéces vont étre retrouvées en plus grand nombre dans le colon,
mais les entérocoques peuvent étre détectés tout le long du tractus gastro-
intestinal ainsi qu’en faible nombre dans la cavité orale [33].

D'autres especes, tel que E.casseliflavus, E.durans et E.gallinarum, sont
aussi retrouvées dans des proportions variables dans le tractus gastro-intestinal
humain [34] [35].
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Les entérocoques peuvent aussi se retrouver dans d'autres sites corporels
gue le tractus gastro-intestinal tel que la cavité buccale (La gorge) et le tractus
génito-urinaire humain (Le vagin) [35] [36].

La composition de la microflore intestinale est régulée par des facteurs
autogeéniques et allogéniques [37]. De fagcon générale, les facteurs autogéniques,
qui régulent la communauté bactérienne, consistent en la compétition (Deux ou
plusieurs microbes en rivalité pour un facteur qui n’est pas présent en quantité
suffisante pour satisfaire a la demande) et en [I'amensalisme (Inhibition des
activités d’'un ou plusieurs organismes par la production de substances toxiques,
le parasitisme, et la prédation). D’un autre cété, les facteurs allogéniques sont des
changements provenant de I'extérieur de la communauté et qui ont des effets
directs ou indirects sur I'écosysteme. Dans le cas de la population des
entérocoques, celle-ci va fluctuer en taille, selon I'age de [I'héte, dans le
tractus intestinal de 'homme [38]. Ces changements se font particulierement
remarquer suite a un traitement aux antibiotiques de par l'augmentation des
bactéries anaérobies facultatives. Parmi les bactéries entériques, les
entérocoques sont celles étant retrouvés en plus grand nombre chez un individu
traité aux antibiotiques [39]. L'observation de ces résultats peut étre liée a
laugmentation des anticorps du sérum face aux microorganismes commensaux

de lintestin tels qu’Escherichia coli et E.faecalis [40].

1.3.2. Chez la volaille :

Chez les volailles, les entérocoques les plus fréguemment isolés sont :
Enterococcus durans, Enterococcus faecium et Enterococcus faecalis chez les
animaux jeunes et Enterococcus cecorum chez les animaux agés de plus de 12
semaines [41].

L'espece E.columbae est quand a elle I'espéce prédominante de la flore
intestinale des pigeons ; I'espece E.cecorum est I'espece principale de la flore
entérococcale des volailles et les bovins adultes ainsi que des porcs [42] [43].

Contrairement a son nom, l'espéce E.avium est rarement isolée a partir des
intestins d'oiseaux, de méme, l'espéce E.gallinarum, n'est pas un membre

important de la flore des poulets. L'habitat des membres du groupe Avium
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(E.avium, E.malodoratus, E.raffinosus et E.pseudoavium) est largement inconnu
[35].

Des variations &age-dépendant dans la distribution des espéces
entérococcales ont été observées dans la flore des poulets. Les espéces
E.faecalis et E.faecium prévalent ainsi lors des premiers jours de vie des
poussins, puis E.faecalis diminue, suivie par E.faecium, pour étre remplacée par
E.cecorum, et dans une moindre mesure, par E.hirae et E.durans, dans la flore
entérococcale des poulets adultes [44] [42].

D’autres espéces sont occasionnellement retrouvées chez la volaille telles
gu’Enterococcus casseliflavus, Enterococcus gallinarum et Enterococcus munditii
[44] [41]. Le tableau 1.1résume les principales espéces d’entérocoques retrouvées

chez la volaille en fonction de I'age.

Tableau 1.1 : Pourcentage des especes Enterococcus retrouvées chez la volaille
(Adapté de [45]).

Espéces Age
Enterococcus 1jour 3-4 semaines > 12 semaines
E.avium 0 0 1
E.casseliflavus 0 1 0
E.cecorum 0 9 68
E.durans 2 10 0
E.faecalis 47 4 14
E.faecium a7 60 14
E.gallinarum 0 1 0
E.hirae 0 13 1
E.malodoratus - - -
E.mundtii 3 1 1
E.pseudoavium - - -
E.raffinosus - - -
Autres - - -
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1.4. Pouvoir pathogéne des entérocoques et les signes cliniques associés :

La facilité avec laquelle les entérocoques acquierent des résistances a des
antibiotiques, couplée a leur capacité de survie dans I'environnement, les rend

spécialement adaptés pour devenir des pathogénes opportunistes.

1.4.1. Chez 'homme :

Les entérocoques sont des agents pathogénes opportunistes
principalement responsables d’infections nosocomiales chez les individus
immunodéprimés hospitalisés pour de longues périodes, traités avec des
dispositifs invasifs, et/ou avec des thérapies antimicrobiennes a large spectre [34].

Les infections a entérocoques en pathologie humaine sont principalement
dues a deux especes, Enterococcus faecalis et Enterococcus faecium, qui
représentent 95% des isolats cliniques de ce genre bactérien [46] [47].D’autres
espéces mineures peuvent causer des infections chez ’lhomme comme E.avium,
E.gallinarum, E.casseliflavus, E.durans, E.hirae ou E.raffinosus [48] [49].

Aux Etats-Unis, les entérocoques sont le troisieme genre bactérien isolé lors
de bactériémies [46] et la seconde cause d'infections nosocomiales [50]. C'est
aussi le genre le plus souvent cité lors d'infections de plaies chirurgicales dans les
unités de soins intensifs [51].

Les infections a entérocoques peuvent provenir de nombreuses sources,
comme les cathéters intraveineux, urinaire ou biliaire, les corps étrangers, les
plaies chirurgicales ou encore via la cavité buccale [34] [52].

Certaines études ont aussi montré que les entérocoques pouvaient étre
transmis par les mains du personnel soignant, le matériel clinique [53] ou encore
de patient a patient [33].

Les facteurs de risques de développer une infection a entérocoques ont été
largement analysés et incluent une hospitalisation supérieure a 15 jours,
'administration prolongée d’antibiotiques ou I'existence d’'une pathologie sous-

jacente comme le diabéte [47] [54].
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1.4.2. Chez les animaux :

L’'importance des entérocoques en tant que cause d’infections chez
lanimal n'a cependant pas atteint le niveau de préoccupation retrouvé en
médecine humaine. Dans plusieurs laboratoires de diagnostic vétérinaire, les

infections a entérocoques ne sont pas toujours rapportées [55].

1.4.2.1. Volaille :

Les entérocoques les plus associés aux infections chez la volaille incluent
E.faecalis, E.faecium, E.durans, E.cecorum, E.avium et E.hirae [56].

Des souches d’Enterococcus faecalis ont été ainsi associées a des cas
d'amylose chez les volailles et notamment chez les poules pondeuses.

Les animaux présentent un retard de croissance et des dépodts de substance
amyloide dans de nombreux organes et tout particulierement dans les articulations
ce qui conduit a des polyarthrites et a des boiteries.

Un manque d'hygiéne lors de la vaccination des poussins contre la maladie
de Marek peut conduire a une contamination des aiguilles et des suspensions
vaccinales par des souches d’E.faecalis ce qui expliquerait la survenue de
I'affection dans certains élevages [57] [58].

L’espéce E.hirae est a l'origine d'un retard de croissance chez les volailles,
et a été rendue responsable de troubles nerveux chez des poussins agés de 3 a 8
jours, se traduisant par des torticolis [42]. Cette espéce est aussi impliquée en tant
gue cause de septicémie et de nécrose du cerveau chez les oiseaux.

Les entérocoques sont susceptibles de contaminer les aliments. Leur
présence sur la coquille ou dans I'environnement, pourrait contaminer I'ovoproduit

lors de sa fabrication [59].

1.4.2.2. Autres :

Les entérocoques peuvent étre  responsables de mammites, de
pneumonies, de vaginites, d’arthrites, d’endocardites, de septicémies, de

conjonctivites et de blépharites chez différentes espéces animales [60].
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1.5. Facteurs de virulence :

Les facteurs de virulence sont définis comme des éléments qui augmentent

la capacité du microorganisme a provoquer la maladie : ils ne sont pas
indispensables a la survie de la bactérie mais diminuent son potentiel pathogéne
lorsqu’ils sont absents [61].
Ces facteurs ont pour role de permettre I'adhérence aux cellules hétes et a la
matrice extracellulaire, faciliter linvasion des tissus, moduler la réponse
immunitaire et inflammatoire et causer des dommages par lintermédiaire de
toxines.

Les facteurs de virulence des entérocoques sont sujets a davantage
d’études étant donné leur présence de plus en plus inquiétante lors d’infections
nosocomiales et a leur résistance accrue aux antibiotiques.

L’espece dominante des isolats cliniques est E.faecalis [62].
Ces facteurs sont représentés par ceux liés a la membrane et ceux sécrétés par la
bactérie [63].

1.5.1. Facteurs liés a la membrane :

La substance d'agrégation est une adhésine de nature protéique qui vient
tapisser la surface cellulaire de la cellule donatrice sous linfluence d'une
phéromone produite par les cellules réceptrices et permet ainsi la formation
d'agrégats cellulaires améliorant le transfert plasmidique qui se fait a haute

fréquence par conjugaison [64] [52] [65].

1.5.2. Facteurs sécrétés :

L'hémolysine-bactériocine est un complexe cytolytique protéique produit par
les souches d’E.faecalis sous especes zymogenes. Cette hémolysine est une
toxine oligomérique formée par l'association de deux protéines distinctes mais
inséparables : une hémolysine Béta bifactorielle formée du composant A (Pour

activateur) et du composant L (Pour lytique) et d'une bactériocine [64] [52] [65].
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Ce complexe lytique provoque une lyse cellulaire : érythrocytes humains, de lapin
ou de cheval, et de nombreuses bactéries a Gram positif (Effet bactériocine) [52]
[65].

D'autres substances sont élaborées par E.faecalis notamment une protéase
(Zinc-endopeptidase) une hyaluronidase (Mucopolysaccharidase) [52].

En plus de ces facteurs de virulence, I'espéce E.faecalis possede des
capacités physiologiques lui permettant d'accroitre son caractére pathogéne.
Parmi ces capacités on peut citer celles :

» De passer a un état viable mais non cultivable (VBNC) [66] qui semble lié a la
capacité de persister dans l'organisme lors d'infections chroniques [67].

» De former des biofilms qui permet entre autre de coloniser des surfaces, de se
protéger de l'action des substances antimicrobiennes, de médier I'adhésion et
l'invasion aux cellules hétes [68].

Toutefois, les résultats obtenus lors de l'infection avec des souches portant
ou non trois facteurs de virulence (Hémolysine, substance d'agrégation et
gélatinase) montrent que ces facteurs, bien gu'aggravant la maladie, n'expliquent
pas a eux seuls le pouvoir pathogene des entérocoques [69]. De plus, la relation
entre présence du facteur de virulence et gravité de la maladie n'est que peu
soulignée.

Les principaux facteurs de virulence identifiés chez E.faecalis sont présentés dans

le tableau suivant.
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Tableau 1.2 : Facteurs de virulence chez E.faecalis (Adapté de [70]).

Facteur de virulence

Roéle

Phéromones Conjugaison : dissémination des génes de résistances
aux antibiotiques et facteurs de virulences
Substance Conjugaison : Protéine de surface dont I'expression est

d’agrégation (AS)

inductible par les phéromones et qui permet
'agrégation des cellules et I'adhésion aux cellules

intestinales de I'héte

EfaA Adhésine Antigene de surface, intervient lors
d’endocardites

Ace Adhésine Adhésion au collagéne, exprimée en
conditions de stress

Esp Adhésine : Adhésion et contournement du systéme

immunitaire de I'h6te et formation de biofilms

Acides lipotéichoiques
(LTA)

Récepteurs de I'AS, adhésion aux cellules eucaryotes,
réle dans I'apoptose de certaines lignées cellulaires

comme les macrophages

Gélatinase (GelE)

Endopeptidase extracellulaire : hydrolyse la gélatine, le
collagéne et I'hémoglobine. Géne co-transcrit avec

SprE, codant une sérine protéase

Cytolysine/hémolysine

Lyse cellulaire : activité sur les macrophages, les

érythrocytes ou les bactéries a Gram positif

Epa, Cps Biosyntheése de polysaccharides : réle dans la survie
dans les cellules phagocytaires

FsrAC Systéme a deux composants : contrble I'expression de
gelE et sprE.

Gls24 Protéine générale de stress
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CHAPITRE 2
ANTIBIOTIQUES ET ANTIBIORESISTANCE

2.1. Antibiotiques :

2.1.1. Définitions :

Le terme «antibiotique» (Issu des termes grecs anti, signifiant «Contre» et
bios, «Vie») a été créé a la fin du 19° siecle. Il désignait initialement toute
substance faisant preuve «D’antagonisme», en faible concentration, envers les
organismes vivants en général. Au milieu du 20° siecle, la définition a été
restreinte a toute substance d’origine naturelle produite par un microorganisme
(Habituellement une bactérie ou une moisissure) capable d’inhiber la croissance
ou de détruire d'autres microorganismes. Depuis, de nombreuses molécules
antibiotiques ont été synthétisées ou modifiées en laboratoire [71].

Les antibiotigues peuvent é&tre « Naturels », semi-synthétiques ou
synthétiques. Les premiers sont obtenus par des procédés de fermentation par
diverses espéces de microorganismes, notamment des moisissures et des
bactéries. Les antibiotiques semi-synthétiques sont dérivés d’'antibiotiques
naturels, mais obtenus par une modification de leur structure en laboratoire. Les
composeés synthétiques sont exclusivement synthétisés en laboratoire [72].

Les antibiotiques diffusent généralement a travers la paroi bactérienne
pour ensuite diffuser a travers I'espace intra-bactérien et finalement se fixent sur
leur cible. lls peuvent étre bactériostatiques ou bactéricides [73].

Les antibiotiques agissent également sur différents groupes de bactéries et selon
la proportion de ces groupes nous pouvons déterminer si I'antibiotique a un
spectre d’action étroit, moyen ou large [74].

Les interactions qui se produisent entre les différents antibiotiques et les
bactéries se nomment mécanismes d’action des antibiotiques. Ces derniers sont
notamment influencés par les différences structurales et métaboliques entre les

cellules microbiennes et animales.
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Le tableau suivant donne la liste des cing principaux modes d’action et

présente les grandes familles chimiques d’antibiotiques associées a chacun d’eux.

Tableau 2.1 : Principaux modes d’action des grandes familles d’antibactériens [75]
[76] [77] [72].

Familles d’antibiotiques

Mode d’action . Lo
impliquées

B-lactamines, Glycopeptides
Inhibition de la synthése de la paroi bactérienne. (Vancomycine), Polypeptides

(Bacitracine)

Inhibition de la synthese ou du fonctionnement de la

: Polymyxines
membrane plasmique.

Aminosides,  Tétracyclines,

Inhibition de la synthése des protéines. Macrolides et Lincosamides

Quinolones et certains

Inhibition de la synthése de I'acide nucléique (ADN). Ansamycines

Inhibition du métabolisme intermédiaire (acide | Sulfamides,

folique, impliqué dans la synthese des nucléotides) | Triméthoprime

En élevage, les antibiotiques restent parmi les molécules les plus
utilisées. Leur utilisation peut étre prophylactique, thérapeutique ou strictement
zootechnique (Promoteur de croissance) en vue d’améliorer les performances
animales [78].

A titre prophylactique et curatif, les antibiotiques servent a guérir ou
prévenir les infections. L'usage prophylactique est souvent employé a I'échelle
d'un troupeau ou d'un élevage complet lorsqu’il y a une menace d’infection
généralisée, ou parce qu'il est connu que, de maniére générale, les animaux d’un
groupe d’age ou d'un site d’élevage particulier, sont hautement susceptibles d’étre

atteints par une infection (Par exemple, I'entérite nécrotique chez les poulets).
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Les lignes directrices pour une utilisation judicieuse des antibiotiques sont
basées sur trois principes:
» L’antibiotique doit étre efficace contre le microorganisme pathogéne visé;
» La dose utilisée doit étre suffisante pour tuer ou inactiver le microorganisme
pathogene;

» La durée du traitement doit permettre I'élimination du microorganisme visé [79].

L'usage le plus controversé des antibiotiques, tant au niveau de la
population que la communauté scientifique, est celui des promoteurs de
croissance. La raison de cette controverse consiste en leur utilisation a de faibles
concentrations sur une période de temps plus élevé, et cela principalement pour
obtenir un meilleur rendement de production et une meilleure conversion des
aliments chez I'animal.

Les promoteurs de croissance ont été préconisés dans le milieu des années
50, lorsqu’il a été découvert que de petites quantités sous-thérapeutiques
d’antibiotiques, tels que la Pénicilline procainique et la Tétracycline (1/10 a 1/100
de la dose thérapeutique), délivrées aux animaux par l'alimentation, pouvaient
augmenter le ratio aliments/poids de la volaille, du porc et des bovins [80].

Les différents types d’utilisation des antimicrobiens chez le bétail sont

représentés dans le tableau 2.2.
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Tableau 2.2 : Types d'utilisation des substances antimicrobiennes chez le bétail

[81].
Utilisation But Voie Groupes d’animaux
d’administration visés
Animaux malades.
Lorsqu’administré par
. Ingestion (Aliments . . .
Traiter une voie orale, il arrive que
Thérapeutique* | infection en et eau tous les animaux du
d’abreuvement) ou : "
cours groupe soient traités,

injection

incluant ceux sans

signe clinique

Prophylactique*

Prévenir une
infection chez
un lot
d’animaux
avant
I'apparition

des premiers

Habituellement par
ingestion (Surtout
par la nourriture,
mais aussi parfois
par 'eau);
possibilité par

injection (Comme

Groupes spécifiques
(Porcelets en post-
sevrage) ou avec un
statut sanitaire
particulier (Traitement
préventif de I'entérite
nécrotique dans des

élevages de poulets ou

Facteur de

Croissance

. les ceufs en .,
signes la maladie s’est
- couvoir). P
cliniques. manifestée
antérieurement)
Favoriser le Habituellement par | Tous les animaux d’un

gain de masse

de 'animal.

les aliments

groupe d’age, d’un lot

ou d’un troupeau donné

* Une utilisation combinant un usage thérapeutique et prophylactique est appelée

«métaphylactique ».




24

2.1.2. Antibiotiques utilisés en production aviaire :

Les antibiotigues utilisés a titre curatif en production aviaire sont

représentés dans le tableau suivant.

Tableau 2.3 : Liste des antibiotiques utilisés en production aviaire [82].

Classe

Observations particuliéres

antibiotique Antibiotique
Ces antibiotiques sont utilisés pour
. Ampicilline traiter les cas de septicémies,
B Lactamines o
Amoxicilline

d’infections respiratoires et urinaires

Aminoglycoside | Néomycine

Les Aminoglycosides sont utilisés
dans le traitement des septicémies;
des affections digestives,

respiratoires et urinaires.

1 Sulfonamides :

Sulfadimérazine
Sulfadiméthoxine
Sulfamides et | Sulfadiméthoxazole

associés Sulfamethoxine

2 Diaminopyrimidines :

Triméthoprime

Les Sulfamides seuls ou en
combinaison avec les
diaminopyrimidines sont trés utilisés
pour le traitement de beaucoup de

pathologies

1 Quinolones 1 génération

. Flumequine
Quinolones

2 Quinolones 3™ génération:

Enrofloxacine

Les Quinolones de 1°%¢ et 3°me
génération sont utilisées dans le cas
des colibacilloses et des
septicémies.

Les Fluoroquinolones sont trés
utilisées dans le traitement des
maladies respiratoires  chroniques

chez la volaille.
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Tableau 2.3 (Suite).

Classe
I Antibiotique Observations particulieres
antibiotique
_ Antibiotiques trés utilisés  dans le
) Doxycycline _ .
Cyclines _ traitement de nombreuses maladies
Oxytétracycline .
bactériennes
Antibiotique indiqué dans le traitement
Polypeptides Colistine des affections digestives telles que la
colibacillose.
_ Antibiotiques utilisés pour traiter les
_ Erythromycine . : R
Macrolides _ infections a mycoplasmes chez la
Tylosine .
volaille.
Antibiotiques essentiels dans le
traitement des pneumonies a
Lincosamides Lincomycine mycoplasmes, ot  de [lentérite
hémorragique.

Les antibiotigues comme facteurs de croissance ne sont plus incorporés
dans l'alimentation animale et sont interdits d’utilisation depuis Avril 2007
(Décision interministérielle du 24 Décembre 2006) [82].

Par ailleurs, il importe de souligner que tout usage d’antibiotiques, méme
justifié et judicieux, entraine éventuellement le développement ou la sélection de
souches microbiennes résistantes. Il ne faut donc pas seulement imputer le
développement de l'antibiorésistance a des pratiques inappropriées ou abusives.
Le risque de développement de la résistance sera d’autant plus important que
l'usage sera fréquent (En continu ou répété) et étendu a une forte proportion d’'un

troupeau [81].

2.2. Résistance aux antibiotigues :

La résistance aux antibiotiques est la capacité d'un micro-organisme a
résister aux effets des antibiotiques. La résistance peut étre naturelle ou acquise
[73].
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2.2.1. Résistance naturelle :

La résistance naturelle ou intrinséque est un caractére d’espéce qui touche
toutes les bactéries de l'espéce considérée. Elle est stable, transmise a la
descendance (Elle a pour support génétique le chromosome bactérien) mais elle
n'est pas ou peu transmissible sur un mode horizontal (D’'une bactérie a I'autre au
sein d’'une méme espéce ou entre espéces différentes). Cette résistance naturelle
confere une certaine tolérance, voir une insensibilité totale vis-a-vis d’une
molécule particuliére ou vis-a-vis d’'une classe d’antimicrobiens.

L’absence ou la réduction de sensibilité a un antibiotique peut étre due a:

» Un manque d’affinité du composé pour la cible bactérienne (Par exemple, la
faible affinité de I’Acide Nalidixique pour la gyrase des entérocoques),

» Une inaccessibilité de la molécule a la cellule bactérienne (Impermeéabilité de la
membrane externe des bactéries Gram négatif aux Glycopeptides comme la
Vancomycine),

» Une expulsion de l'antibiotique par des pompes a efflux chromosomiques
(Résistance aux Tétracyclines, au Chloramphénicol et aux Quinolones chez
Pseudomonas aeruginosa), ou encore,

» Une inactivation enzymatique innée de [l'antibiotique (La production d’une

Béta-lactamase chez certains membres de la famille Enterobacteriaceae) [83].

2.2.2. Résistance acquise :

Résistance qui apparait chez des bactéries jusqu’alors sensibles aux ATB,
consécutives a des modifications de I'équipement génétique chromosomique ou
plasmidique. Elles ne concernent que quelques souches d'une méme espece mais
peuvent s'étendre.

On décrit deux phénoménes majeurs a la base de [l'acquisition de
résistances par modifications du génome bactérien, a savoir, les mutations
responsables des résistances endogénes, et 'acquisition horizontale de matériel

génétique étranger responsable des résistances exogenes.
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2.2.2.1. Mutation, transformation, transduction et Conjugaison :

Une bactérie peut devenir résistante a un antibiotique par mutation
survenant au niveau du gene codant pour la cible de I'antibiotique au sein du
chromosome.

Une bactérie peut également acquérir du matériel génétique étranger par
incorporation de segments d’ADN libre dans leur chromosome (Transformation).
Des génes de résistance peuvent aussi étre transférés lors d’'une infection par un
bactériophage (Transduction) et lors de phénoméne de conjugaison de
transposons conjugatifs et de plasmides. Le terme général élément transposable
désigne une séquence d’insertion, ou un transposon qu’il soit composite,
complexe ou conjugatif, ou un bactériophage transposant, ou encore un intégron.
La figure 2.1 illustre les différentes voies d’acquisition de résistance aux

antibiotiques.

ADN libre Bactériophage Plasmide
(Transformation) (Transduction) (Conjugaison)
— aee |
z Membrane cytoplasmique ’ AN
: L >
i
v A ABY
2
Lass 1 Y
/ o \ Elément
transposable
Recombinaisol Transposition Transposition. et
recombinaison
v
] las= | Chromosome ae= | | as” | 1

Mutation

ABR : géne de résistance a un antibiotique.

Figure 2.1 : Voies d’acquisition de résistance aux antibiotiques [84].

2.2.2.2. Persistance de la résistance dans I’environnement :

L’augmentation de la prévalence et la dissémination des résistances était
une issue prévisible du recours croissant a I'antibiothérapie, un exemple du

principe Darwinien de la survie du plus adapté.



28

Dans toute grande population bactérienne, quelques individus possédent
des caractéristiques qui leur permettent de survivre en présence d’une substance
toxique, alors que les organismes sensibles (Qui n’ont pas ou qui ont perdu cette
caractéristique) sont éliminés, laissant une population résiduelle de germes
résistants.

L'usage, a long terme, des antibiotiques contribue a modifier fortement
I'écologie microbiologique d’un environnement donné, en permettant aux éléments
les moins sensibles de la population microbienne de devenir prédominants [85]
[86] [87] [88]. De cette facon, les bactéries commensales et opportunistes
résistantes deviennent rapidement les composants essentiels des flores normales
de nombreuses espéces hbtes en déplacant progressivement le niveau de
sensibilité des populations. De plus, le regroupement de multiples génes de
résistance sur des plasmides, des transposons et des intégrons rend le probleme
d’autant plus préoccupant, du fait notamment, des phénomenes de co-sélection
de résistances. Ajoutons a cela une complication supplémentaire, lorsqu’'une co-
sélection peut également s’exercer sur des génes de résistance aux antibiotiques
lies physiquement a d’autres génes sélectivement avantageux dans certaines
circonstances, tels que des caractéres de virulence [89], ou encore une résistance
a des antiseptiques, des métaux lourds, et des désinfectants [86] [88].

Porter et répliquer des génes de résistance lorsqu’ils ne sont plus
nécessaires représente, par contre, un fardeau pour une bactérie. Ainsi, en
absence de pression de sélection exercée par un antibiotique, les bactéries
sensibles possedent un avantage sélectif et assurent lentement un retour de la
population a un niveau de sensibilité global [90] [91]. Cependant, des travaux
récents montrent que les bactéries sont également capables de conserver les
traits de résistance a un antibiotique en l'absence de pression de sélection
exercée par ce dernier, notamment par les événements de co-sélection décrits
plus haut. Les mécanismes qui sous-tendent ce phénomeéne ne sont pas élucidés.
lIs semblent multifactoriels et font probablement intervenir des mécanismes de
compensation de la charge métabolique imposée a la bactérie par la présence des
génes de résistance, ou encore une régulation de I'expression des genes en
présence ou non de I'antibiotique [88].

Enfin, le réservoir des genes de résistance aux antibiotiques a deux

localisations principales, a savoir les microflores commensales des organismes
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vivants et les bactéries environnementales. En effet, les fores commensales
gastro-intestinales et de toute autre zone non stérile du corps des hommes et des
animaux sont le siége de transferts permanents de génes de résistance entre les
bactéries résidentes et les germes pathogénes [92]. D’ailleurs, il semblerait que
ces échanges constants représentent plus un danger pour la santé publique que
la pression de sélection exercée directement sur les agents pathogenes lors des
traitements.

Le second réservoir majeur des genes de résistance aux antimicrobiens est
composé des microbiotes environnementaux, ou la plupart des génes
transférables de résistance aux antibiotiques sont apparus pour ensuite étre
acquis par les germes pathogenes et commensaux [93].

L’ére moderne d’utilisation des antibiotiques, telle que nous la connaissons
aujourd’hui, représente en quelque sorte, une pression de sélection artificielle
s’opérant sur les transferts naturels. En outre, l'usage intensif actuel des
antibiotiques occasionne d’'importantes perturbations des écosystémes microbiens
environnementaux via les nombreux résidus rencontrés dans les eaux usées, les

fermes et les effluents d’aquaculture pour ne citer qu’eux [94].

2.2.3. Eléments génétiques mobiles :

Les mouvements des genes de résistance aux antibiotiques peuvent se
produire a deux niveaux distincts, a savoir intra et intercellulaire, impliquant
chacun des éléments de mobilité différents. Ces derniers incluent les séquences
d’'insertion, les transposons, les intégrons, les bactériophages, les ilots
génomiques (Tels que les ilots de pathogénie), les plasmides et des combinaisons

de ces eléments [95].

2.2.3.1. Plasmides :

Par définition, les plasmides sont des éléments génétiques extra-
chromosomiques se répliguant de fagon semi-autonome. Les différences dans les

mécanismes de réplication et les structures modulaires affectent profondément les
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propriétés du plasmide, telles que sa taille, son nombre de copie, sa
dépendance a un héte et sa distribution a travers ceux-ci [96].

Les plasmides ne sont pas essentiels a la survie de la bactérie. Cependant,
ils sont porteurs de genes conférant un avantage sélectif a la cellule qui les
possede. En effet, les fonctions codées par les plasmides se répartissent en
fonctions de base qui leur sont essentielles, telles que la réplication, la partition, la
conjugaison et autres modes de transfert, et en fonctions non essentielles,
conférant un phénotype particulier a la bactérie hote, telles que des résistances a
des antibiotiques, a des métaux lourds ou aux ultra-violets, des facteurs de
virulence (Adhésines, toxines), des propriétés de fermentation, des propriétés de
dégradation, des propriétés métaboliques, des bactériocines, ou encore la
capacité de fixer 'azote atmosphérique.

Des plasmides de résistance sont identifiés a la fois parmi des bactéries
pathogénes et commensales, gram positives et gram négatives. lls sont porteurs
de génes de résistance vis-a-vis de la majorité des antibiotiques disponibles pour
un usage cliniqgue actuellement, y compris les fuoroquinolones [97] [98] [99], et il
n‘est pas rare qu'un seul plasmide soit simultanément porteur de génes de
résistances vis-a-vis de plusieurs antibiotiques de familles différentes, et qu’il soit
porté par des genres bactériens différents [100] [101]. Par conséquent, les
plasmides offrent, aux cellules hotes, la capacité d’occuper une grande variété de
niches écologiques, et contribuent dés lors a I'évolution, non seulement des

espéeces bactériennes, mais également des plasmides au sein de ces espéces.

2.2.3.2. Transposons :

Contrairement au plasmide, le transposon ne peut se répliquer de fagon
autonome, il doit donc se retrouver dans un plasmide ou un chromosome
bactérien. Cet élément est composé d'une courte séquence d’ADN qui peut
se déplacer entre des plasmides, entre un plasmide et le chromosome bactérien
ou entre un plasmide et un virus bactérien (Bactériophage). La présence des
antibiotiques peut permettre 'expression des genes de résistance présents sur le

transposon et augmenter le taux de transfert de ces génes [102].
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La transposition quant a elle, consiste en l'insertion, en un site du génome
de la bactérie (Le chromosome ou un plasmide), d’'une unité discréte d’ADN
(Transposon) ou séquence d’insertion (SI). Le mouvement effectué par le
transposon est appelé transposition et les enzymes qui en sont responsables sont
nommees transposases.

Le transposon, également surnommé « Jumping gene », code pour ses
propres transposases et conserve sa capacité a « Sauter » d’'une région a l'autre
du génome lorsqu’il se déplace. Tous les transposons bactériens sont constitués
au niveau de leurs extrémités, de séquences d’ADN inversées et répétées, cibles
des transposases et de courtes séquences répétées de 'ADN cible qui encadrent
le transposon. Les plus petits transposons bactériens, nommés séquences
d’insertion (Sl), contiennent trés peu d’informations génétiques outre les génes
codant pour les transposases. Ces séquences d’'insertion ne codent d’ailleurs pas
pour des genes sélectifs, et leur découverte tient, dés lors, de l'inactivation des
genes qu’elles produisent lorsqu’elles s’intéegrent dans ceux-ci et des modifications
phénotypiques qu’elles causent.

Lorsque deux séquences d’insertion de séquences similaires, généralement
en orientation inversée, encadrent d’autres génes que ceux requis pour la
transposition, comme par exemple des génes de résistance aux antibiotiques, on
parle de transposon composite. Les transposons non composites complexes ne
sont pas associés a des séquences d’insertion, et se composent quant a eux, de
courtes séquences répéteées inversées encadrant une région centrale composée
notamment des genes nécessaires a la transposition et des génes de résistance,
qgui ne représentent qu'une petite partie de l'unité transposable[103] [86] [104]
[101].

Les transposons conjugatifs different des autres transposons car, d’une part,
ils possedent des fonctions de transfert, faisant d’eux une sorte d’hybride entre le
transposon et le plasmide, et par, d’autre part, 'absence de séquences répétées
inversées. Le transposon conjugatif est capable de promouvoir son excision du
génome de la cellule héte, pour former une structure intermédiaire circulaire
d’ADN bicaténaire, suivie ensuite d’'une étape de conjugaison a une bactérie
voisine. Cette étape de conjugaison peut, en fait, étre vue comme une forme de
réplication. En effet, au cours de ce processus, I'intermédiaire circulaire est scindé

en deux, une structure simple brin maintenue dans la bactérie donneuse et 'autre
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fournie a la bactérie receveuse, qui doivent encore étre dupliquées pour former a
nouveau une structure double-brin essentielle a [lintégration ultérieure au
chromosome ou dans un plasmide. Les transposons conjugatifs ont été identifiés
parmi les bactéries gram négatives et gram positives [103] [86] [104] [101].

Enfin, un dernier type d’élément génétique mobile aux caractéristiques
proches de certaines séquences d’insertion a été découvert réecemment. Ces
structures particulieres, nommeées ISCR (IS pour insertion séquence soulignant
I'étroite relation entre ces éléments et les séquences d’insertion, et CR pour
common region soulignant la présence de séquences conserveées de
recombinases), réalisent une transposition réplicative, et se composent d’'un géne
codant pour une enzyme analogue des transposases, délimité par des séquences
d’initiation et de terminaison de réplication. Ces éléments s’inserent de facon
aléatoire dans le génome bactérien, et disposent d'un mécanisme de réplication
imprécis se poursuivant géneéralement au-dela du site de terminaison, et
permettant ainsi une mobilisation des séquences adjacentes aux ISCR [105] [106]
[107].

2.2.3.3. Intégrons :

L’intégron est un élément génétique susceptible d’acquérir ou de perdre des
genes de résistance aux antibiotiques. Les intégrons peuvent contenir des
éléments mobiles, nommés cassettes, possédant la plupart du temps des génes
de résistance aux antibiotiques. Les cassettes sont intégrées ou excisées par un
systeme de recombinaison spécifique a [Il'aide d’'une intégrase. On retrouve
principalement les intégrons au niveau des bactéries a Gram-négatif, mais
parfois également chez celles a Gram positif. On retrouve les intégrons tant au
niveau des plasmides, des transposons que du chromosome bactérien [108].

lls sont dotés d’une structure spécifigue, composée de deux segments
conservés encadrant une région centrale dans laquelle peuvent s’insérer les
cassettes de gene de résistance aux antimicrobiens. Actuellement, quatre classes
d’intégrons ont été identifiées sur base de la structure du géene codant pour
lintégrase, parmi lesquelles les intégrons de classel semblent étre les plus

largement répandus.
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Les cassettes de génes sont des éléments géneétiques circulaires et libres
d’environ 500 a 1000 paires de bases qui ne possedent pas de région promotrice
et qui ne peuvent donc pas étre exprimées seules.

Les intégrons peuvent incorporer successivement plusieurs cassettes. lls sont
aussi bien répartis parmi les bactéries Gram négatif que Gram positif, et semblent
impliqués parmi ces dernieres, dans la dissémination de génes de résistance
autrefois supposés restreints aux germes Gram négatif. Des études, réalisées sur
des populations de bactéries collectées au niveau d’hdpitaux et de différents site
agricoles, ont révélé la présence de nombreux intégrons complets, disposant de
cassettes de genes de résistance, ce qui souligne I'importance du processus de
capture de genes médié par ces éléments particuliers au cours de I'évolution des
résistances aux antibiotiques [109] [101] [107] [110].

2.2.3.4. llots génomiques :

Un ilot génomique se définit comme une région dADN chromosomique de
grande taille, généralement comprise entre 10 et 200 kilo bases.
Le premier génome d’Enterococcus faecalis séquencé, soit la souche résistante a
la Vancomycine V583, est formé de plus de 25 % d’éléments mobiles, dont un
grand ilot de pathogénie d’environ 150 kb [111].
Les Tlots génomiques contiennent fréquemment des genes de mobilité impliqués
dans leur transfert. Les ilots génomiques sont généralement porteurs d’éléments
d’'insertion ou de transposons, impliqués dans l'introduction, la mobilisation ou la
délétion de matériel génétique a l'intérieur de ceux-ci. Enfin, les Tlots génomiques
sont souvent porteurs de genes conférant un avantage sélectif a la bactérie héte
gu’elle soit pathogéne ou environnementale, et jouent par conséquent un réle
crucial dans I'évolution de ces dernieres en permettant la dissémination de
nombreux génes tels que des genes de résistance aux antibiotiques, des genes
de virulence, ou encore des génes codant pour diverses voies métaboliques [112].
Ces éléments sont également capables de se répliquer au cours du processus de
conjugaison, cependant ce phénoméne n’est pas impliqué dans leur maintien
[113].

Le tableau suivant résume les principales caractéristigues de différents

éléments génétiques impliqués dans la dispersion des génes de résistance.



Tableau 2.4 : Caractéristiques de différents éléments génétiques impliqués dans la dispersion des génes de résistance (Adapté de

[83)).

Elément génétique

Caractéristiques

Réles

_ - Circulaire - Transfert de génes de résistance
Pla§m|dg - Elément de réplication autonome - Mobilisation d’autres éléments portant des
conjugatif - Présence des genes nécessaires au transfert par conjugaison génes de résistance
_ - Circulaire - Elément de réeplication autonome
PIasrryde - Présence des génes permettant d'utiliser I'appareil de conjugaison | Transfert de genes de résistance
mobilisable d’un plasmide conjugatif
Transposon et Capacité de déplacement depuis un segment d’ADN vers un autre & | Transport de génes de résistance du
ISCR I'intérieur d’'une bactérie chromosome vers un plasmide et vice versa
- Elément intégré pouvant s’exciser pour former un intermédiaire de | - Transfert de génes de résistance
Transposon T — ) "
: : transfert non réplicatif - Mobilisation d’autres éléments portant des
conjugatif - Présence des géenes nécessaires au transfert par conjugaison genes de résistance
- Circulaire - Segment d’ADN non réplicatif
Cassette de géne | - Présence seulement d'une fenétre de lecture ouverte Porte des genes de résistance
- Intégration dans les intégrons
- Segment d’ADN intégré Groupe de genes de résistance dont
Intégron - Présence d’'une intégrase, d’'un promoteur, et d’un site d’intégration | I'expression est sous le contrdole du promoteur
pour la cassette de géne de l'intégron

llot génomique et
EIC

- Segment d’ADN chromosomique
- Présence des génes nécessaires aux déplacements et au transfert
par conjugaison

- Transfert de génes de résistance
- Mobilisation d’autres éléments portant des
genes de résistance

Bactériophage

- Virus de bactérie
- Circulaire ou non
- Elément de réplication autonome

-Transfert de genes de résistance
- Mobilisation d’autres éléments portant des
géenes de résistance

Fragment d’ADN
isolé dans le milieu

Transféré par transformation d’une
bactérie compétente

Porte des genes de résistance
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2.2.4. Types de mécanismes de résistance :

Les bactéries ont développé différents meécanismes afin de neutraliser
laction des agents antibactériens, les plus répandus étant Tlinactivation
enzymatique de I'antibiotique, la modification ou le remplacement de la cible de
I'antimicrobien, l'effux actif ou encore la pénétration réduite de la molécule.
D’autres mécanismes tels que la protection ou la surproduction de la cible de
I'antibiotique sont également décrits. lls sont, cependant, plus rares et surtout
associés a certaines classes de composeés [114].

La figure 2.2 présente une illustration de ces différents mécanismes de résistance

au sein des bactéries Gram négatif.
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Figure 2.2 : Différents mécanismes de résistance aux antibiotiques dans une
bactérie Gram négatif (Adapté de [114]).
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2.2.4.1. Inactivation enzymatique de I'antibiotique :

L’enzyme en modifiant le noyau actif de I'antibiotique par clivage ou par
addition d’'un groupement chimique, empéche la fixation de I'antimicrobien sur sa
cible et provoque une perte d’activité. Ces enzymes sont généralement associées
a des éléments génétiques mobiles.

L’inactivation enzymatique de I'antibiotique représente le principal mécanisme de
résistance des Bétalactames, des Aminoglycosides et des Phénicolés [114] [84]
[115].

2.2.4.2. Modification ou remplacement de la cible de I'antibiotique :

La cible de I'antibiotique peut étre structurellement modifiée ou remplacée,
de telle sorte que le composé antibactérien ne puisse plus se lier et exercer son
activité au niveau de la bactérie. La modification de la cible, mécanisme de
résistance décrit pour presque tous les antibiotiques, est particulierement
importante pour les résistances aux Pénicillines, aux Glycopeptides. Ce type de
résistance peut étre la conséquence de I'acquisition de matériel génétique mobile
codant pour une enzyme modifiant la cible de I'antibiotique, ou peut résulter d’une
mutation au niveau de la séquence nucléotidique de la cible. Le remplacement de
la cible de 'antibiotique est, quant a lui, un mécanisme décrit pour les Sulfamidés,
les Diaminopyrimidines (Triméthoprime) et les Bétalactames dont les
Staphylococcus aureus résistants a la Méthicilline (SARM) ainsi qu’a toutes les
Bétalactames d’'usage vétérinaire sont un exemple remarquable par la synthése
d’'une nouvelle PBP (Penicillin Binding Protein) possédant une affinité moindre
pour la Méthicilline [114] [84] [115].

2.2.4.3. Pompes a efflux :

Elles sont insérées dans la membrane et capable d'éjecter l'antibiotique
hors de la bactérie grace un canal ; cet efflux conduit a une diminution de la

concentration intracellulaire de I'antibiotique.
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2.2.4.4. Perméabilité réduite :

Contrairement aux bactéries Gram positif, dont la structure enveloppante
est assez simple, composée d’'une paroi externe épaisse de peptidoglycanes que
les antibiotiques traversent par simple diffusion, les bactéries Gram négatif
jouissent quant a elles d’'une enveloppe plus complexe et plus difficilement
franchissable. Ainsi, au sein des bactéries Gram négatif, les antibiotiques
hydrophiles pénétrent dans la bactérie via des protéines transmembranaires
nommeées porines, alors que les molécules hydrophobes diffusent simplement a
travers la couche phospholipidique.

Des mutations au niveau des génes qui codent pour les porines et qui
conduisent a leur perte, ou a la réduction de leur taille ou encore a une diminution
de leur expression, se traduiront par I'acquisition de bas niveaux de résistance vis-
a-vis de nombreux antibiotiques.

Citons comme exemple, la réduction de I'expression de la porine OmpF chez
E.Coli qui entraine une réduction de sensibilité aux Quinolones, aux
Bétalactames, aux Teétracyclines et au Chloramphénicol. La diminution de la
perméabilité est donc un mécanisme de résistance cliniquement tres important
chez les bactéries Gram négatif et plus précisément chez P.aeruginosa et les
Enterobacteriaceae, étant donné le large spectre d’antibiotiques qu’elle cible [114]
[84] [115].

2.2.4.5. Protection de la cible de I'antibiotique :

La protection de la cible de I'antibiotique est un mode de résistance bien
connu pour la famille des Tétracyclines et plus récemment décrit pour les
Quinolones et les Fluoroquinolones. Ainsi, on ne dénombre pas moins de huit
protéines de protection ribosomiale qui conferent une résistance aux Tétracyclines
en les déplacant de leur site de fixation par la création d’'un encombrement
stérique au niveau du ribosome. Depuis quelgues années, des souches
présentant des résistances subcliniques dites a bas niveau aux Fluoroquinolones
ont été observées. Ces résistances sont notamment dues a la présence de genes

plasmidiques gnr (Pour Quinolone résistance) dont 5 groupes existent.
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Ce mécanisme a été rapporté parmi différentes bactéries Gram négatif a travers le
monde, et des analogues de ces génes ont également été décrits chez des
bactéries Gram positif [116].

Les protéines qnr en se fixant sur les topoisomérases, cibles des
Fluoroquinolones, réduisent I'affinité de la famille d’antibiotiques pour leurs cibles
[117][118] [19].

2.2.4.6. Piégeage de I'antibiotique :

Les bactéries sont capables de piéger un antibiotique en augmentant la
production de sa cible ou en produisant une autre molécule possédant une affinité
pour ce dernier. Il en résulte une diminution de l'antibiotique a I'état libre au
niveau de la cible. Ainsi des mutations chromosomiques responsables d’une
surproduction des cibles des Sulfamidés et du Triméthoprime ont été décrites
chez de nombreuses especes bactériennes. Ce mécanisme est également
impliqué dans des bas niveaux de résistance aux Glycopeptides chez certaines

souches de S.aureus, et a la Tobramycine chez E.coli [114].

Les principaux meécanismes de résistance aux antibiotiques chez les

bactéries sont représentés dans le tableau 2.5.
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Tableau 2.5 : Principaux mécanismes de résistance aux antibiotiques [120] [121]

[73] [122].

Type de
mécanisme de

résistance

Mécanisme de résistance spécifique

Classe
d’antibiotique
(Antibiotique)

Inactivation de

I'antibiotique

Dégradation enzymatique (Bétalactamases)

Bétalactamines

Modification  enzymatique (Phosphotransférase,

adenyltrasférase, acetyltransférase)

Aminoglycosides

Dégradation enzymatique (CAT)

Phénicoles

Dégradation enzymatique (Acetyltransférase)

Streptogramines A

Dégradation enzymatique (Nitrofurane réductase)

Nitrofuranes

Reflux actif et
imperméabilité

a l'antibiotique

Pompe a efflux par transporteur membranaire

Tétracyclines

Pompe a efflux par transporteur membranaire Macrolides
Pompe a efflux par transporteur membranaire Quinolones
Diminution de la perméabilité cellulaire Polymyxines
Pompe a efflux par transporteur membranaire Polypeptides

Changement de la perméabilité de la membrane externe

Aminoglycosides

Pompe a efflux par transporteur membranaire

Phénicoles

Modification
de la cible de
I'antibiotique

Méthylation site actif du ribosome

Macrolides,
Lincosamides,

Streptogramine B

Modification de la cible (Nucléotidyltransférase)

Lincosamides

Méthylation du ribosome

Orthosomycine

Mutation ou recombinaison des genes codant pour DHPS

Sulfamides

Mutation ou recombinaison des génes codant pour DHFR

Triméthoprimes

Mutation des genes codant pour ADNgyrase et
topoisomérase 1V

Quinolones

Modification du complexe D-Ala- D-Ala

Glycopeptides

Modification de la cible PBP et surproduction

Bétalactamines

Protection et modification de la cible ribosomale

Tétracyclines

Résistance de

la cible

Surproduction de la cible (DHFR) Triméthoprimes
Surproduction de la cible dans le peptidoglycane Glycopeptides
Surproduction de la cible (Undecaprenol | Polypeptides

monophosphate) par 'enzyme undecaprenol kinase

(Bacitracine)

CAT : Chloramphénicol acétyltransférase; DHPS : Dihydroptéroate synthase; DHFR : Dihydrofolate

réductase; PBP : Penicillin-binding protein.
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2.3. Microorganismes indicateurs de résistance aux antibiotigues :

Les espéces E.faecalis et E.faecium ont le potentiel de se disséminer
facilement a travers la chaine alimentaire, de contaminer I'eau et I'environnement
[123]. lls sont habituellement retrouvés en trés grand nombre dans les aliments
d’origine animale tels que les carcasses de bceuf, de porc et de volaille indiquant
ainsi une contamination fécale [32] [124]. De plus, ils possedent une trés grande
capacité d’acquisition et de transfert de la résistance aux antibiotiques [125].
Toutes ces caractéristiques expliqguent leur suivi dans les programmes de
surveillance de [l'antibiorésistance en tant qu’indicateurs de résistance aux

antibiotiques pour les bactéries a Gram positif.

2.3.1. Méthodes phénotypiques de détection de la résistance aux antibiotiques :

Les tests de sensibilité conventionnels aux antibiotigues dits tests
phénotypiques mesurent le phénotype de résistance. Le résultat est
habituellement rendu sous une forme qualitative : sensible, intermédiaire ou
résistant. Il est obtenu a partir de la méthode de diffusion en gélose, permettant de
passer en revue d’éventuelles résistances (Exemple: souches résistantes a la
Méthicilline) et de détecter des activations enzymatiques (B-lactamase).

Cette méthode consiste a déposer des disques de papier imprégnés
d'antibiotiques sur une gélose ensemencée avec la bactérie a étudier. |l s'établit
dans la gélose un gradient de concentration d'antibiotique autour de chaque
disque. Aprés 18 heures d'incubation, il se produit un halo d'inhibition autour de
chaque disque permettant ainsi de mesurer un diametre. La comparaison de ce
diametre aux diamétres standards, publiés dans les différents guides, permet de
répondre qualitativement si la souche étudiée est sensible, intermédiaire ou
résistante.

Le résultat peut également étre rendu sous une forme quantitative par la
concentration minimale inhibitrice (CMI) correspondant a la plus faible

concentration antibiotique qui inhibe la croissance bactérienne in vitro.
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Il existe également une technique simple d’utilisation en milieu gélosé, 'E-Test,
qui utilise des bandelettes avec un gradient continu d’antibiotique, et une échelle
de lecture de concentration.

Ces tests conventionnels requierent en priorité I'obtention d’'une culture
bactérienne et un délai minimum de 48-72 heures. Leur fiabilité peut étre
irréguliere, car dépendante de la qualité du prélevement, de la taille de I'inoculum
initial et de la variation des conditions de culture qui peuvent modifier I'expression
phénotypique de la résistance.

Aussi, ces techniques ont une certaine limitation étant donné que la résistance
envers un seul groupe donné de bactéries est déterminée. Elles sous-estiment
donc le nombre de bactéries résistantes dans la communauté présente.

Afin d’améliorer I'estimation, il serait mieux d’ensemencer des milieux gélosés
supplémentés en antibiotique avec des cultures de bactéries identifiées seulement
au genre ou de toucher le centre de plusieurs colonies afin d’obtenir un

McFarland 0.5 pour ensuite faire les analyses [126].

2.3.2. Méthodes génotypiques de détection de la résistance aux antibiotiques :

L’acquisition de geénes de résistance ou de mutations intrinseques
responsables de résistances bactériennes a été décrite pour plusieurs
combinaisons microbes-antibiotiques. La détection des déterminants génétiques
devrait permettre de contourner la nécessité d’isolement bactérien et d’éviter la
dépendance vis-a-vis des conditions de culture. Le risque lié a la culture de
bactéries hautement virulentes est alors réduit.

L’avantage est aussi d'obtenir plus facilement des résultats génotypiques sur des
micro-organismes qui sont non cultivables, difficilement cultivables ou a
croissance lente (Mycobacterium tuberculosis).

Un inconvénient majeur des méthodes moléculaires est que le mécanisme
génétique responsable de la résistance doit étre connu. Si ce mécanisme n’est
pas connu, aucun essai moléculaire approprié ne peut étre développé. Il est
€également important de constater que lorsque les méthodes moléculaires sont
utilisées seules, la résistance causée par de nouveaux mécanismes génétiques

ne sera pas détectée. De plus, méme si la présence d’'un géne codant pour de la
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résistance aux antibiotiques est détectée, celle-ci ne signifie pas nécessairement
gu’elle confere un phénotype de résistance [127].

Récemment, GARNEAU et collaborateurs [128] ont mis au point une
biopuce a ADN afin de cibler les génes de résistance aux antibiotiques acquis
étant retrouvés dans un large spectre de bactéries. Cette biopuce contient 182
sondes correspondant a 166 génes de résistance aux antibiotiqgues et leurs
variants retrouvés dans différentes souches de bactéries a Gram positif et a Gram
négatif.

Afin de mieux comprendre les mécanismes et ['épidémiologie de la
résistance aux antimicrobiens, les éléments génétiques responsables doivent étre
identifiés. Pour y arriver, FRYE et al. [129] ont identifié les genes de résistance
dans la base de données GenBank (NCBI) et les ont compilés en une liste de 775
genes. Ainsi, une biopuce a été concue ciblant ces génes codant pour les
résistances envers les Aminoglycosides, les Bétalactamines, les Phénicoles, les
Glycopeptides, les Métaux lourds, les Lincosamides, les Macrolides, les
Métronidazoles, les Polyketides, les Ammoniums quaternaires, les
Streptogramines, les Sulfamides, les Tétracyclines, et les Triméthoprimes ainsi
gue les genes responsables du transfert horizontal. Leurs résultats semblent
démontrer la possibilité de détecter virtuellement tous les genes de résistance aux
antimicrobiens et ce, peu importe I'espéce bactérienne [129].

Une biopuce a ADN ciblant les génes des entérocoques (Enteroarray) a été
congue par I'équipe du Dr. MASSON [130]. Celle-ci contient des sondes ciblant
quatre identifiants taxonomiques a l'espéce qui permettent de discriminer 18
especes différentes d’entérocoques. D’autres sondes ont été congues afin
d’identifier 18 facteurs de virulence et 174 génes de résistance aux antibiotiques.
Au total, 262 genes ont été utilisés pour une identification rapide des isolats
d’entérocoques, tout en caractérisant leur potentiel de virulence via une
identification simultanée des génes de résistance aux antibiotiques et de virulence
endogénes [130].

La plupart des tests de sensibilité génotypiques sont fondés sur les
méthodes d’amplification d’'un segment d’ADN portant sur une partie ou la totalité
du géne de résistance. Il peut également s’agir d’'une partie intrinséque de géne
bactérien au sein du quel peuvent étre repérées des mutations de résistance.

L’étape initiale consiste donc a amplifier I'acide nucléique recherché ou acide
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nucléique cible. En général, ce processus fait appel a la technique de la
polymerase chain reaction (PCR), mais aussi I'amplification par sonde (Exemple:
la ligase chain reaction), et 'amplification de signal (Exemple: la technique bDNA,
ADN branché) [131].

Le produit obtenu par le biais de cette réaction est appelé un amplicon.

L’étape suivante consiste a confirmer que cet amplicon est 'ADN cible recherché
correspondant a une partie ou a la totalité du géene de résistance. Cette étape
utilise les techniques d’électrophorése, analyse par sonde d’hybridation (Southern
blot, ELISA= Enzyme Linked Immunosorbent Assay), analyse du polymorphisme
de restriction (RFLP= Restriction Fragment Length Polymorphism) ou séquencage
de 'ADN [132] [133].

Bien que les résultats puissent étre obtenus rapidement, les techniques de
biologie moléculaire réclament souvent des conditions de réalisation strictes, des
manipulations fastidieuses et représentent un codt financier non négligeable.
L’absence de standardisation n’en fait pas encore un examen de pratique

courante.
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CHAPITRE 3
ANTIBIORESISTANCE CHEZ LES ENTEROCOQUES

La résistance aux antibiotiques chez les entérocoques peut étre divisée en

deux groupes : la résistance intrinseque et la résistance acquise.

3.1. Résistance intrinseque :

Les entérocoques sont beaucoup plus résistants de facon intrinseque
envers les antimicrobiens que d’autres bactéries a Gram positif cliniquement
importantes, mais la raison de cette observation est encore mal connue. Une des
hypotheses est que cette résistance naturelle résulterait de leur besoin de survivre
et de persister dans des écosystemes, hautement compétitifs et potentiellement
défavorables, tels que le tractus gastro-intestinal [37].

La résistance intrinseque est due a des caractéristigues chromosomiques
naturellement encodées par tous ou la plupart des entérocoques [134] [135].

Les entérocoques posseédent un bas niveau de résistance aux Aminosides

dont le déterminisme s'explique par un mécanisme actif de transport défectueux
lié a un défaut d'énergie oxydative au niveau de la paroi [136] [64] [137] [138]
[139] [140] [141].
Ce bas niveau de résistance permet cependant une action synergique dans le
traitement d'infections séveres a entérocoques avec la Pénicilline ou les
Glycopeptides obtenue grace a l'action préalable des Bétalactamines ou des
Glycopeptides sur la paroi [138] [142] [143] [140] [144] [141].

Les entérocoques présentent une résistance intrinseque aux f -lactames
[145] [135].

La résistance compléte ou partielle aux Bétalactamines, particulierement les
Céphalosporines et les Pénicillines Pénicillinase-résistantes, est une
caractéristique du genre Enterococcus. Cette résistance aux Bétalactamines est
due a la présence chez les entérocoques d’'une PLP, la PLP5, qui posséde une

faible affinité pour ces antibiotiques [146].
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Les entérocoques démontrent aussi une résistance intrinseque envers la
Pristinamicine, les Sulfamides, et les Quinolones.

De plus, il est intéressant d’observer que les entérocoques sont résistants a
des niveaux cliniques envers les Lincosamides que sont la Clindamycine et la
Lincomycine. Par contre, il faut noter que ce n'est pas toutes les espéces
d’Enterococcus qui ont des résistances intrinseques (Exemple : E.durans).
L’espéce E.faecalis est décrite comme ayant une résistance naturelle aux
Streptogramines A. Il semble que cette résistance, tant aux Lincosamides qu’aux
Streptogramines A, serait due a la présence du gene Isa dont la séquence en
acides aminés serait similaire a une protéine transmembranaire de type
transporteur ABC a efflux actif [147].

Certaines especes d'entérocoques, peu fréquentes en pathologie humaine,
E.gallinarum, E.casseliflavus et E.flavescens, qui sont des entérocoques mobiles,
présentent un phénotype appelé Van C de résistance naturelle de bas niveau a la
Vancomycine (Des CMI allant de 8 a 32 pg/ml) mais ayant une susceptibilité a la
Téicoplanine (CMI < 4 ug/ml) [37].

Ces trois especes posseédent respectivement les genes de résistance a la
Vancomycine Van Ci, Van Cz et Van Cs qui codent pour des ligases sans doute
impliquées dans la résistance. Cette particularité d’espece est liée a la présence
d'un opéron chromosomique (Ensemble fonctionnel de génes) spécifique
d’espéce, et responsable de la synthése de précurseurs du peptidoglycane se
terminant en D-alanine-D-sérine ayant une faible affinité pour la Vancomycine, au
lieu de D-alanine-D-alanine, cible habituelle de la Vancomycine. L'importance
clinique de cette résistance de bas niveau n’est pas connue. Cependant, dans un
modele d’endocardite aortique du lapin due a E.gallinarum (CMI de Ila
Vancomycine=8 mg/l), la Vancomycine s’est montrée incapable de diminuer le
nombre de bactéries des végétations cardiaques, alors qu’aprés inactivation du
gene Van Ci, I'antibiotique devenait actif in vitro et in vivo contre la souche [148].

Il apparait donc justifie de déceler au laboratoire cette moindre sensibilité a la
Vancomycine et de la rapporter. Or, son identification est en défaut si 'on utilise la
méthode d’antibiogramme par diffusion (Méthode des disques) [149]. C'est la
détermination des CMI, peu souvent faite en routine, qui permet de la reconnaitre.
Ici encore, c’est d’abord I'identification de I'espéce qui va permettre de suspecter

la moindre sensibilité a la Vancomycine.
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Il ne faut toutefois pas oublier que de rares souches de E.gallinarum peuvent

acquérir une résistance VanA ou VanB [150].

Le tableau suivant démontre bien les antimicrobiens dont la résistance
intrinséque est décrite dans le genre Enterococcus ainsi que leur mécanisme de

résistance correspondant.

Tableau 3.1 : Résistance intrinseque aux antimicrobiens chez les entérocoques
(Adapté de [151]).

Antimicrobiens Mécanisme de résistance intrinseque

Surproduction de PBP de faible affinité et/ou

Bétalactamines diminution d’affinité pour la liaison des Bétalactamines

Membrane cellulaire imperméable, faible entrée, et

Aminoglycosides manque d’une chaine de transport d’électrons

Clindamycine et lincomycine

(E.faecalis) Faible entrée et faible perméabilité

Faible perméabilité, entrée réduite et environnement

inolon .
Quinolones anaérobie

Triméthoprime-

. Résistance in vivo par I'utilisation de folates exogénes
Sulfaméthoxazole

Streptogramines A

(E.faecalis) Entrée réduite par transporteur ABC

Glycopeptides (E.gallinarum et

E casseliflavus) Présence d’'une ligase D-Ala-D-Ser (Phénotype VanC)
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3.2. Résistance acquise :

La résistance acquise est due a des mutations dans I'ADN chromosomique
de la bactérie ou encore a l'acquisition de genes de résistance portés sur des
éléments mobiles (Plasmides ou transposons) [134] [135].

La forte tendance des entérocoques d’acquérir et d’exprimer de nouveaux
déterminants de résistance améliore davantage leur habileté a supporter la
pression sélective des antibiotiques, permettant ainsi de promouvoir la
colonisation gastro-intestinale et déclencher des infections nosocomiales par ces
entérocoques. En tant que résidents de la flore intestinale de 'homme et des
animaux, les entérocoques sont en position d’acquérir des génes de résistance
provenant d’autres commensaux, qui peuvent étre par la suite transférés a
d’autres bactéries plus pathogenes [3].

La figure suivante illustre [I'évolution de [lantibiorésistance chez les

entérocoques au cours des 40 dernieres années

E. faecium
Linezolid vancomycin R
- linezolid R

Glycopeptides,
p-lactams,
anti-anaerobes
quinolones

| E. faecium ampicillin-R vancomycin-R |

Avoparcin
‘ E. faecium highly resistant to ampicillin l
E. rb_ew—lfsEEamse—pm’Le_r T
‘ E. faecalis highly resistant to gentamicin |
| 1980 1990 2000 >

| E. faecium ampicillin-5 vancomycin-R |

Figure 3.1 : Evolution de 'antibiorésistance chez les entérocoques au cours des

40 derniéres années [152].
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Le premier mécanisme de résistance decrit en 1970 a été la résistance de
haut niveau aux Aminoglycosides, laquelle s’est rapidement répandue sur le globe
dés le milieu des années 80. La production d’'une enzyme inactivant I'antibiotique
est responsable de la résistance et confére une résistance croisée a tous les
Aminoglycosides sauf a la Streptomycine. La détection en laboratoire de ce type
de résistance doit faire I'objet d’'un dépistage particulier, car elle peut passer
inapercue avec les techniques usuelles de détection de sensibilité aux
antibiotiques [149] [135].

Le second mécanisme de résistance des entérocoques est la résistance
aux Pénicillines. Une résistance de haut niveau a I’Ampicilline est particulierement
associée a E.faecium et rarement & E.faecalis. Cette résistance attribuable & une
modification ou a une surproduction des protéines liant la pénicilline au niveau de
la membrane externe (Penicillin Binding Proteins ou PBP) rendant la bactérie
résistante aux Pénicillines, aux combinaisons de Pénicilline-inhibiteur de -
lactamase et a I'lmipenéme. Le niveau de résistance intrinséque de E.faecium a
'ampicilline a progressivement augmenté. On a également noté la production de
B-lactamase par E.faecalis. Méme si des éclosions ont été rapportées aux Etats-
Unis et ailleurs, ces souches de E.faecalis sont rarement isolées et demeurent
sensibles aux combinaisons Pénicilline-inhibiteur de B-lactamase [153] [154] [155]
[156] [157] [158] [134] [135].

Le troisieme mécanisme rapporté de résistance aux antibiotiques pour
'entérocoque est la résistance aux Glycopeptides (Vancomycine, Téicoplanine).
La résistance aux Glycopeptides a initialement été décrite en Europe en 1986,
mais sans nécessairement impliquer des souches multirésistantes ou des patients
hospitalisés. L’apparition de la résistance a été attribuée a ['utilisation de
'Avoparcine, un antibiotique utilisé en médecine vétérinaire comme facteur de
croissance [159] [135]. L'entérocoque est la premiére bactérie connue a avoir
acquis une resistance plasmidique transférable aux Glycopeptides. Il est difficile
de connaitre les raisons qui font que I'entérocoque a éte le premier a développer
ce type de résistance. Cependant, sa présence dans l'intestin des hommes et des
animaux ainsi que l'utilisation croissante de Vancomycine per os chez les premiers
pour le traitement d'entérocolites prouvées ou supposées a Clostridium difficile et

d'un Glycopeptide, I'Avoparcine, comme promoteur de croissance chez les
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animaux d'élevage, ont sans doute eu un réle important dans la sélection des
souches résistantes dans ces biotopes.

Neuf types de résistance aux Glycopeptides ont été décris chez les
entérocoques jusqu'a présent. Chaque type est associé avec différents éléments
génétiques codant pour un précurseur de la paroi cellulaire de la bactérie ayant
une affinité réduite pour la Vancomycine. Chaque type est caractérisé par un géne
codant pour une ligase (VanA, VanB, VanC, VanD, VanE, VanG, VanL, VanM et
VanN). Trois de ces types sont rencontrés plus frequemment : le phénotype VanA
qui confere une résistance inductible élevée a la Vancomycine et a la
Téicoplanine, le phénotype VanB qui confére une résistance inductible de
modérée a élevée a la Vancomycine seulement, et le phénotype VanC qui confére
une reésistance constitutive de bas niveau a la Vancomycine. Six autres
phénotypes de résistance sont décrits pour les espéces pathogenes
(Principalement E.faecalis et E.faecium), mais ne sont rencontrés que rarement,
soit les phénotypes VanD, VanE, VanG, VanL, VanM et VanN [160] [161] [162]
[163] [164] [135].

Le caractére transférable de la résistance aux Glycopeptides des
entérocoques a d'autres bactéries a Gram positif comme Listeria, les
streptocoques et surtout les Staphylococcus aureus a été démontré in vitro et
constitue probablement la plus sérieuse menace présentée par cette résistance
[165].

Devant I'émergence de souches résistantes aux Glycopeptides et en
particulier de souches multirésistantes appartenant au complexe clonal CC17, des
impasses thérapeutiques ont rapidement été rapportées dés les années 1990,
nécessitant la synthése de nouvelles molécules, efficaces contre ces souches.
Ces molécules comme le Linézolide, la Daptomycine, la Quinupristine-
Dalfopristine ou encore la Tigécycline ont été développées a cet égard.
Cependant, de nouveau, des cas d’échecs thérapeutiques ou I'apparition de
souches résistantes ont été rapidement rapportés dans la littérature [166] [167]
[168] [169].

Les phénotypes de résistance aux Glycopeptides sont représentés dans le
tableau 3.2.



Tableau 3.2 : Les phénotypes de résistance aux Glycopeptides [170] [171].

Type
Caractéristiques VAN A VAN B vﬁ. C VAN D VAN E
s Acquis Acquis Naturel Acquis Acquis
Genetique Haut niveau Niveau variable Bas niveau Niveau moyen
Cible modifiee D-Ala-D-Lac D-Ala-D-Lac D-Ala-D-Ser D-Ala-D-Lac D-Ala-D-Ser
Transférable Oul Oul NON NON NON
CMI de Vanco (mg/L) 64-1000 04-100 02-32 16-64 16
CMI de Téico (mg/L) 16-512 0.5-1 0.5-1 2-4 0.5
Inductible Constitutive Constitutive Constitutive
Expression (Constitutive) Inductible
Sensibilité a la Vanco R I-R R R
Sensibilité ala Téico R S S S S
E.faecium
E.faecalis E.gallinarum
Especes E.gallinarum E faecium E.casseliflavus E faecium E.faecalis
E.casseliflavus E faecalis E.flavescens E faecalis
E.avium

CMI : Concentration Minimale Inhibitrice, Vanco : Vancomycine, Téico : Téicoplanine, R : Résistant, S : Sensible, | : Intermédiaire.
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Les entérocoques résistent également a d'autres familles d'antibiotiques ;

ainsi ils ont acquis des facteurs de résistance aux Tétracyclines et Macrolides

(50% des E.faecalis et 70% des E.faecium sont résistants a ces deux familles), au

Chloramphénicol, aux Fluoroquinolones, aux Lincosamides,... [64] [137] [142]

[144).

La figure suivante illustre bien les différents mécanismes de résistance chez les

bactéries du genre Enterococcus.
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Figure 3.2 : Les différents mécanismes de résistance chez les bactéries du genre

Enterococcus [47].

3.2.1. Résistance acquise d’E.faecalis d’origine aviaire :

Le tableau suivant démontre et résume

les nombreux mécanismes de

résistance ayant été acquis par E.faecalis chez la volaille jusqu’a ce jour, et ce,

peu importe le pays d’origine.
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Tableau 3.3 : Résistance observée chez les E.faecalis de la volaille [172] [173] [174] [175] [176] [177].

Classe antibiotique

Phénotype

Génotype

Mécanisme de résistance

Localisation

Aminoglycoside

Streptomycine,
Kanamycine, Gentamicine,
Spectinomycine,

aac(6’)-le-aph(2”)-la,
aph(3’)-1lla, aadE,
aadA, sat(4)

Modification enzymatique (Adényl-,
phospho-, acétyltransférase)

Plasmide, intégron

Transposon,
Glycopeptide Vancomycine, Avoparcine vanA Cible altérée (Peptidoglycan) plasmide
erm(B), erm(A),
Macrolide Tylosine, Erythromycine erm(C), msrC, Cible altérée (Méthylation), pompe a efflux Transposon,
mef(A/E) chromosome
Transposon,
Orthosomycine Avilamycine, Evernimicine emtA Cible altérée (Méthylation ribosome) plasmide
_ cat-pIP501, cat- _ ) Plasmide,
Phénicole Chloramphénicol Dégradation enzymatique (CAT)
pSBK, catA chromosome
Polypeptide Bacitracine bcrRABD Pompe a efflux, surproduction cible Plasmide
Ciprofloxacine, Cible altérée (ADN gyrase, topoisomeérase
Quinolone Enrofloxacine gyrA, parC, emeA V), pompe a efflux Chromosome
tet(L), tet(M), tet(O), Pompe a efflux, protection et cible altérée Plasmide,
Tétracycline Tetracycline tet(S), tet(W), tet(A) (Maodification site liaison ribosome) chromosome
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3.2.2. Résistance acquise d’E.faecium d’origine aviaire :

Le tableau suivant démontre etrésume les nombreux mécanismes de résistance ayant été acquis par E.faecium chez la volaille

jusqu’a ce jour, et ce, peu importe le pays d’origine.

Tableau 3.4 : Résistance observée chez les E.faecium de la volaille [172] [178] [173] [175] [179] [177] [180].

Classe antibiotique Phénotype Génotype Mécanisme de résistance Localisation
Streptomycine, Kanamycine, aac(6’)-le-aph(2”)-1a,
Aminoglycoside Tobramycine, Gentamicine, aac(6’), aph(3’)-llla, aadE, Modification enzymatique (Adenyl- Plasmide
streptothricine, spectinomycine | aadA, sat(4), aad9, aadB phospho-, aceétyltransfeérase)
Béta-lactamine Pénicilline, Ampicilline pbp5 Cible altérée (Mutation), surproduction Chromosome
Glycopeptide Vancomycine, Avoparcine vanA, vanB Cible altérée (Peptidoglycan) Transposon, plasmide

erm(B), erm(A), msrC, Cible altérée (Méthylation), Transposon,
Macrolide Tylosine, Erythromycine mef(A) pompe & efflux chromosome
Orthosomycine Avilamycine, Evernimicine emtA Cible altérée (Méthylation ribosome) Transposon, plasmide

Phénicole Chloramphénicol cat-pIP501, cat-pSBK, catA Dégradation enzymatique (CAT) Plasmide, chromosome
Polypeptide Bacitracine bcrRABD Pompe a efflux, surproduction cible Plasmide
Quinolone Ciprofloxacine gyrA, parC Cible altérée (Mutation site liaison) Chromosome
Virginiamycine, vat(D), vat(E), vat(G), Dégradation enzymatique
Streptogramine Plasmide

Quinupristine-Dalfopristine

vga(D), vat(H)

(Acetyltransférase), pompe a efflux

Tétracycline

Tétracycline, Oxytétracycline

tet(L), tet(M), tet(O), tet(S)

Pompe a efflux, cible altérée

Plasmide, chromosome
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CHAPITRE 4
ETUDE EXPERIMENTALE

4.1. Problématique :

Les entérocoques sont des bactéries dangereuses de part leur
multirésistance naturelle a de nombreuses familles d’antibiotiques, aggravée ces
derniéres années par I'émergence de souches résistantes aux Glycopeptides
(ERG).

Cette résistance aux Glycopeptides est d'autant plus inquiétante qu'elle peut
s'étendre a des germes Gram positif multirésistants comme Staphylococcus
aureus qui, présentement sont efficacement traitées avec la Vancomycine.

Dans notre pays, l'isolement d'un ERG par le réseau d’Epidémiosurveillance
(AARN), en matiére de résistance des bactéries aux antibiotiques en médecine
humaine, reste rare. Tandis qu’en médecine vétérinaire, nous n’avons pas trouve
de travaux sur I'antibiorésistance de ces germes d’origine animale en Algérie, lors
de notre revue bibliographique sur les entérocoques.

Suite au manque de données sur ce sujet, nous avons jugé opportun de faire
I'étude de la résistance aux antibiotiques des souches d’entérocoques d’origine

aviaire.

4.2. Objectifs :

Les objectifs de ce projet sont les suivants :
- Récolter des informations sur les pratiques de l'antibiothérapie en élevage
avicole (Molécules utilisées, circonstances de leurs utilisation, efficacité de ces
molécules...).
- Evaluer le portage digestif des différentes espéces d’entérocoques chez la
volaille, puis dans un second temps, étudier leurs résistances aux différentes

familles d’antibiotiques.
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Conformément a ces objectifs, notre étude expérimentale est divisée en
deux parties, la premiére, enquéte sur le terrain, par le biais d’'un questionnaire
aupres de vétérinaires praticiens, la seconde partie, isolement et identification des

entérocoques ainsi que I'étude de leur sensibilité aux antibiotiques.

4.3. Partie enquéte par questionnaire:

Dans le monde entier, la prévalence élevée de la résistance aux
antibiotiques suscite de plus en plus d'inquiétude. Il est généralement admis que
le principal facteur de risque de cette augmentation de la résistance des bactéries
pathogenes est l'utilisation accrue d'antibiotiques, ce qui a engendré plusieurs
débats concernant leur utilisation chez les animaux de consommation [123] [181].
Toutefois, '’hypothése, trés répandue, qu’en I'absence de traitement antibiotique,
la proportion de bactéries résistantes devrait tendre vers une valeur nulle est trés
restrictive. Une utilisation raisonnée des antibiotiques est nécessaire pour limiter
'antibiorésistance, mais les régles congues en ce sens ne sont pas suffisantes
pour mettre fin a I'existence de germes résistants. Cette disparition ne pourrait
avoir lieu que si aucune autre molécule ne sélectionne de co-résistance et si le
gene de résistance n’est pas associé avec des éléments génétiques susceptibles
d’aider a son maintien [182]. De plus, il a été démontré que malgré 'absence de
pression de sélection par des antibiotiques, la résistance, et méme la
multirésistance, pouvait continuer a se développer, se maintenir et se disséminer
chez les microorganismes.

De ce fait, nous avons jugé utile de mener une enquéte de terrain aupres des
vétérinaires praticiens a titre privé assurant des suivis d’élevage avicoles, afin de
récolter des informations concernant l'utilisation des antibiotiques dans le contrdle
du statut sanitaire en élevages avicoles, et apprécier 'importance des échecs

thérapeutiques rencontrés en pratique courante.
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4.3.1. Matériel et méthodes :

4.3.1.1. Population ciblée :

La population ciblée par 'enquéte est constituée de vétérinaires praticiens
qui font au moins un suivi sanitaire d’élevage avicole. L'enquéte a été menée
auprés de vétérinaires qui exercent a titre privé au niveau de la wilaya de Tizi

Ouzou.

4.3.1.2. Méthode d’échantillonnage :

Notre enquéte n’a pas touché I'ensemble de vétérinaires praticiens
mentionnés ci-dessus, mais seulement un échantillon de cette population.
Ce type d’enquéte dite par sondage a pour but de rendre I'enquéte réalisable en
réduisant ses codts ainsi que sa durée. Néanmoins, cet échantillon doit étre
représentatif et suffisamment précis pour pouvoir extrapoler les résultats obtenus
sur 'ensemble de la population ciblée.
Le facteur conditionnant la représentativité de I'échantillon est le tirage au sort.
Celui-ci peut se faire de différentes maniéres : grace a une table de nombres au
hasard ou a la fonction nombres au hasard d’'un logiciel. Cela nécessite d’avoir
une base de sondage : liste exhaustive des vétérinaires praticiens de la wilaya
d’étude (Base de sondage fournie par la DSA de Tizi Ouzou). Quant a la
précision, elle est conditionnée par la taille de I’échantillon.
Pour pouvoir déterminer la taille de notre échantillon, nous avons besoin de
connaitre la taille de la population. Celle-ci est recensée en 2019 a 201
vétérinaires praticiens, (Source : DSA Tizi Ouzou, 2019).
La formule pour calculer la taille d’échantillon pour des populations infinies est
[183]:

nN=z2xp(l-p)/m?

n = taille de I'échantillon.

z = niveau de confiance selon la loi normale centrée réduite (Pour un niveau de

confiance de 95%, z = 1.96).

p = proportion estimée de la population qui présente la caractéristique (Lorsque

inconnue, on utilise p = 0.5 ce qui correspond au cas le plus défavorable c’est-a-

dire la dispersion la plus grande). m = marge d’erreur tolérée (5%).


https://blog.questio.fr/mot-cle/loi-normale-centree-reduite
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Pour une population finie il faut encore ajuster:

Taille de I’échantillon =(n) /1 + [(n — 1) / population

Donc :

(z2xp (1-p)/ m?)

Taille de I’échantillon =
1+[(z2xp (1 =p)/ m?3) =1)/N]

N = taille de la population.

Donc la taille de I'échantillon a étudier est :

(1.96)2 x (0,5) (1-0,5) / (0.05)2

Taille de I'’échantillon =
1+ [((1.96)? x (0,5) (1-0,5) / (0.05)?) -1)/201]

Taille de I’échantillon = 133 vétérinaires praticiens.

4.3.1.3. Elaboration du questionnaire :

La démarche générale de conception d’'un questionnaire comporte les trois

étapes mentionnées sur la figure 4.1 et détaillé dans le tableau 4.1.

O (2) ©

Définition des Deéfinition des Rédaction des

OBJECTIFS | —— ‘ DONNEES | — | QUESTIONS

de I'enquéte a du
descriptive recueillir questionnaire

Figure 4.1 : Représentation schématique de la démarche générale de préparation

d’'un questionnaire [184].
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Tableau 4.1 : Tableau récapitulatif des différentes étapes d’élaboration de notre

guestionnaire (Appendice B).

Objectifs de
Penquéte Données a recueillir Les questions du questionnaire
r
- Type de la clientele. 1. Quelle est 'importance de I'activité
1. Profil des

vétérinaires.

2. Avoir des
informations sur
l'utilisation des
antibiotiques

3. Recours au
diagnostic du

laboratoire

4. Avoir des
informations sur
I'antibiothérapie <
et les échecs
thérapeutiques

- Type de spéculation

(- Circonstances d'utilisation
des antibiotiques.

- Causes d’arrét d’utilisation
des antibiotiques.

- Conduite en cas de

\persistance des symptdmes.

-
- Moment d’orientation au
laboratoire

- Fiabilité de I'antibiogramme
\

(- Antibiotiques utilisés en

thérapie

- Fréquence des échecs

thérapeutiques

\.- Suspicions causes

|

{ avicole dans votre clientéle ?

2. Quel est le type de spéculation

suivi ?
’

3. Les ATB sont utilisés ?

4. L'utilisation des ATB est arrétée lors?

5. En cas de persistance des

symptodmes, quelle a été votre

\ conduite ?

-

6. A quel moment vous faites appel au
diagnostic de laboratoire ?

7. L’antibiogramme a-t-il répondu a
VoS attentes ?

8. Silaréponse est Non, qu’elle a été

\_ votre conduite ?

9. Quelles sont les molécules
préconisées selon les manifestations
clinigues dominantes ?

10. Quelle est la fréquence des échecs
thérapeutiques rencontrés?

11. Quelles sont d’apres vous les

causes de ces échecs

\ thérapeutiques?
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Nous avons choisi le face a face comme mode d’obtention des réponses a
notre questionnaire (Questionnaire mixte) pour éviter le non retour du
guestionnaire et les non réponses a certaines questions.

Afin de vérifier la compréhensibilité des questions et d’identifier ce qui doit
étre amélioré, nous avons proceédé a I'épreuve de testage sur un nombre restreint
de vétérinaires : nous avons testé le questionnaire a deux reprises avec 10
vétérinaires praticiens dans la région d’étude.

Quant a la distribution et la récolte des questionnaires, elle s’est faite par 07
enquéteurs : vétérinaires exercant au niveau des subdivisions agricoles. Ces
enquéteurs ont été préalablement formés pour cette enquéte (Séance explicative),

afin de diminuer surtout la variabilité inter-observateurs.

4.3.1.4. Traitement des données et analyse statistique:

Notre enquéte sur le terrain auprés des veétérinaires a donné lieu a une
quantité importante d’informations qui ont été codifiées puis saisies dans un fichier
Excel (Excel 2007) pour pouvoir les exploiter plus facilement.

La précision des résultats sur 'ensemble de la population est accompagnée
par le calcul des intervalles de confiance (IC).

Le calcul de lintervalle de confiance d’'une proportion observée implique tout
d’abord de fixer le risque d’erreur a que I'on accepte de voir la véritable valeur se
situer en dehors de I'intervalle de confiance.

Trés souvent, ce risque est fixé a 5%. Il s’agit alors d’un intervalle de confiance a
95% , ce qui signifie que la véritable valeur p a 95% de chances de se situer dans
l'intervalle de confiance ainsi calculé et 5% de risques d’étre en dehors de cet
intervalle.

L’intervalle de confiance (IC) a 95% est : p + 20. Avec o : écart-type.
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La formule permettant de calculer I'écart-type pour un taux de sondage supérieur

a 10% est la suivante :

N : la population (201).

ng(;_%)Pﬂ lorsque % > 10p.cent | p: proportion (0 a 1)
I n

g : complément a 1 de la proportion

n : nombre d’unités dans I'échantillon (134).

Condition d’application : np >5 et nq >5.

Les pourcentages n’ayant pas remplis cette condition ne sont pas accompagnes

d’un intervalle de confiance.

4.3.2. Résultats et discussion :

Le testage du questionnaire nous a permis I'amélioration de la premiére
version. Toute suggestion de modification de fond ou de forme était
soigneusement étudiée et, si jugée fondée, utilisée pour améliorer le
guestionnaire. En effet, nous avons reformulé certaines questions, ajouté quelque
unes et annulé certaines jugées inutiles.

L’enquéte a été effectuée auprés de 134 vétérinaires praticiens sur les 140
contactés. On a enregistré donc six cas seulement de refus de participation.

Les résultats des questionnaires auprés des vétérinaires sont en Appendice C.

Cet échantillon de 134 vétérinaires praticiens (Sur une population totale de
201 vétérinaires) ainsi que son mode de sélection (Tirage au sort), est considére
comme un échantillon représentatif de la population étudiée.

Les résultats obtenus sont trés précis et peuvent étre extrapolé sur 'ensemble des

vétérinaires praticiens au niveau de la région d’étude.
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4.3.2.1. Nature et importance de l'aviculture dans I'activité des vétérinaires

interrogés :

e L’importance de l'activité avicole des vétérinaires enquétés :

16 % m Activité principale

m Activité secondaire

Figure 4.2 : L'importance de I'activité avicole chez les vétérinaires praticiens

guestionnés.

Les résultats obtenus a travers notre enquéte montrent que la majorité des
vétérinaires praticiens questionnés (84 £3%), ont I'aviculture comme activité
secondaire, et 16+3% seulement 'ont comme activité principale, cela peut

s’expliquer par I'effet région, ou prédomine la pratique rurale.
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e Type de spéculation suivi :

120 -
100
100 -
S 80 -
(7]
Q
= 60 -
£
@ 40 - 28
N
5 3
0- bd
Poulet de PFP Poules Reproducteurs Dinde
chair pondeuses
Type de spéculation

Figure 4.3: Type de spéculation suivie par les vétérinaires praticiens questionnés.

Les résultats obtenus font ressortir que tous les vétérinaires praticiens
guestionnés assurent des suivis d’élevages de Poulet de Chair (100%),
28+4% des vétérinaires suivent I'élevage de Poules Pondeuses, 12+3% des
vétérinaires suivent I'élevage de la Dinde, 5+2% suivent I'élevage de Poulette
Future Pondeuse (PFP) et seulement 3% suivent I'élevage des Reproducteurs.
L’élevage de Poulet de Chair est le plus répandu par rapport aux autres

types de spéculations. Cette dominance peut s’expliquer par :

Type d’élevage nécessitant moins d’investissement ;

La durée du cycle biologique qui est relativement courte (49-56 jours) ;

Apport en protéines animales de qualité et de moindre codt ;

Disponibilité et facilité d’approvisionnement en facteurs de production ;

Etant la plus anciennement introduite en Algérie d'une maniéere intensive
(1974-1977), la conduite d’élevage du Poulet de Chair est, en quelque sorte,
maitrisée par les éleveurs [185].
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4.3.2.2. Informations sur 'utilisation des antibiotiques (ATB) :

e Circonstances d'utilisation des antibiotiques :

100 -
90 -
80 -
70
60 - 57
50 - 46
40 -
30 -
20 -
10 -

Vétérinaires (%)

Au démarrage A titre prophylactique Lors de cas
pathologiques

Circonstances d'utilisation des ATB

Figure 4.4 : Circonstance d’utilisation des antibiotiques.

L'utilisation des antibiotiques a titre thérapeutique intervient dans 93+2%.
Cependant, 57+4% des vétérinaires praticiens, utilisent les antibiotiques au
démarrage. Cette utilisation systématique d'antimicrobiens comme promoteur de
croissance chez les animaux, constitue un grave probléme de santé publique, en
particulier dans le cas ou les mémes classes d'antimicrobiens sont utilisées chez
I'homme.

Aussi, 461x4% des vétérinaires questionneés, utilisent les antibiotiques a titre
prophylactique.

L'utilisation non thérapeutique des antibiotiques chez les animaux de
consommation semble augmenter le réservoir de genes de résistance, ainsi que
leur densité, puisque les bactéries se disséminent en grand nombre dans

I'environnement.
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e Les causes d’arrét de l'utilisation des ATB :

100 -
90 -

80 -
70 - - 66
60 -

50 -
40 -
30 -
20 +
10 - 2

89

Vétérinaires (%)

Amélioration  Guérison clinigue Selon la notice Rupture de stock
symptomatique

Causes d'arret de I'antibiothérapie

Figure 4.5 : Les différentes causes d’arrét d’utilisation des ATB.

Les résultats montrent que dans la majorité des cas, les vétérinaires ne
respectent pas la durée de [lantibiothérapie, ils ont tendance a arréter
'antibiothérapie suite a I'amélioration symptomatique dans 89+3% des cas, ou
bien aprés guérison clinique dans 58+4% des cas. Leurs motifs étaient pour
accélérer I'élimination des antibiotiques, éviter la toxicité, et du coup diminuer le
codt.

Par contre, dans 66+4% des cas, les vétérinaires respectent les regles
d’application des médicaments (La durée du traitement).
Enfin, quelques vétérinaires (2% seulement) arrétent le traitement avec la

molécule en question suite a une rupture de stock.
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e Conduite a tenir en cas de persistance des symptémes :

70 - 65
60 - 55
g 50 -
(]
2 40 -
@
S 30 -
pe
o 20 -
>
10 -
0 .
Augmenter la Prolonger la Préscrire une Prescrire une
dose du meme durée du meme autre molécule association dATB
traitement traitement d'antibiotique

Conduite en cas de persistance des symptomes

Figure 4.6 : La conduite tenue par les vétérinaires praticiens questionnés en cas

de persistance des symptémes.

Les résultats de notre enquéte montrent que dans plus que la moitié des
cas, les vétérinaires praticiens questionnés réagissent a la persistance des
symptomes par la prescription d’une autre molécule antibiotique (65+4%), ou bien
une association d’antibiotique (55+4%), dans le but d’élargir le spectre d’activité.
Mais cette démarche n’est pas sans conséquence, elle serait au dépend de
'augmentation de la pression de sélection en faveur des souches multirésistantes.
Cependant, dans certaines situations, les vétérinaires ont choisi de continuer avec
le méme traitement, soit en augmentant la dose dans 12+3% des cas, ou bien ils

ont prolongé la durée du traitement dans 21+4% des cas.
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4.3.2.3. Recours au diagnostic de laboratoire :

e Moment d’orientation au laboratoire :

80 -
70 -
60 -
50 -
40 -
30 - 19
20 -

O_

Avant traitement Aprés traitement

Vétérinaires (%)

Momentd'orientation au laboratoire

Figure 4.7 : Le recours au diagnostic de laboratoire.

D’aprés nos résultats, la majorité des vétérinaires, ne font appel au
laboratoire qu’aprés un échec thérapeutique (81 3%).
Le non recours au diagnostic du laboratoire malgré la présence d’'un laboratoire
vétérinaire étatique au niveau de la wilaya, pourrait s’expliquer par la réponse non
rapide de ce dernier, pour fournir I'antibiogramme aux vétérinaires demandeurs
(La technique standardisée prend 72 heures au minimum).
Aussi, la non-association du laboratoire a la démarche diagnostique pourrait étre
du a la crainte des éleveurs de la mise en évidence par le laboratoire d’agents
responsables de maladies Iégalement réputées contagieuses, et qui impliquent la
mise en place de mesures, qui sont le plus souvent drastiques : élimination de

tout le cheptel, avec un taux d’indemnisation dérisoire.
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o Efficacité de I'antibiogramme :

70

40 -
30 -
20 -
10 -

Vétérinaires (%)

Oui Non

Efficacité de I'antibiogramme

Figure 4.8 : Efficacité de I'antibiogramme.

63+4% des vétérinaires disent étre satisfait de I'antibiogramme, alors que
37t4% des vétérinaires disent que I'antibiogramme n’a pas répondu a leurs
attentes. Cela pourrait étre di a la qualité du prélevement : préléevement mal
réalisé, ou bien réalisé aprées instauration d’'un traitement probabiliste, et dans ce
cas la les résultats de I'antibiogramme ne seront pas fiables. Aussi, ¢a pourrait

étre dO a une biodisponibilité insuffisante de la molécule in vivo.

e Conduite a tenir en cas de l'inefficacité de I'antibiogramme :

120 +
100
100 -
S 80 -
3
= 60
©
s
‘= 40 -
P
> 20 -
0
0
Continuer avec le meme Changer la molécule
traitement
Conduite en cas de l'inefficacité de I'antibiogramme

Figure 4.9 : Conduite a tenir en cas de l'inefficacité de I'antibiogramme.
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Dans le cas de [linefficacité de I'antibiogramme, tous les vétérinaires
enquétés disent avoir changé de molécule, au lieu de refaire un autre préléevement

pour le laboratoire !!!

4.3.2.4. Informations sur I'antibiothérapie et les échecs thérapeutiques :

e Molécules antibiotiques prescrites a titre curatif lors d’affections respiratoires et

digestives:

Selon les expressions cliniques dominantes, respiratoires ou digestives,
le panel d’antibiotiques utilisé est illustré dans les figures 4.10 et 4.11

respectivement.

» Lors de pathologies a expressions cliniques respiratoires :

120 -

100 -

[0}
o
L

Vétérinaires (%)
H o))
o o

97 o1
55 53
34
0o - 17
0 -

Oxytetracycline  Tylosine Enrofloxacine Erythromycine  Ampicilline Néomycine

Antibiotiques utilisés en thérapie

Figure 4.10 : Les antibiotiques prescrits lors d’affections respiratoires.

Pour la prescription des antibiotiques lors affection respiratoire, les
médecins vétérinaires préferent la prescription des Tetracyclines (Oxytetracycline

a 97%). L'Oxytetracycline est caractérisée par une excellente fixation tissulaire et
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est souvent indiguée dans les Maladies Respiratoires Chroniques, Stress,
Sinusite, Synovite, Choléra [186] [187].

L’intérét des Tétracyclines réside dans leur large spectre d’activité : bactéries a
Gram positif et Gram négatif, mycoplasmes [188]. Toutefois, selon RICHARD et
collaborateurs [189], 'emploi systématique d’antibiotiques a large spectre est
dangereux : 'usage aveugle de ces molécules a, en général, pour résultat
de perturber ou de détruire les barrieres écologiques et de sélection des
souches résistantes.

Aprés les Tétracyclines, l'autre famille d’antibiotiques la plus utilisée est la
famille des Macrolides (Essentiellement la Tylosine a 91+2% et I'Erythromycine a
53+4%). Antibiotiques bactériostatiques, a spectre étroit surtout dirigé vis-a-vis
des bactéries a Gram positif, des mycoplasmes, et pour certains composés vis-a-
vis des Pasteurelles [190], les Macrolides sont en aviculture synonyme de
traitement de la Maladie Respiratoire Chronique [186].

Les veétérinaires questionnés ont aussi prescrit des Quinolones lors
d’affections respiratoires (Enrofloxacine a 55+4%).

Aussi 'Ampicilline et la Néomycine ont été prescrites a 34+4% et 17 +3%

respectivement.

> Lors de pathologies a expressions cliniques digestives :
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Figure 4.11 : Les antibiotiques prescrits lors d’affections digestives.
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Ces résultats montrent que les répondants ont prescrit les Polypeptides et
les Sulfamides en premiere intention vis-a-vis des affections digestives (98% et
90+2% respectivement).

La Colistine est un Polypeptide bactéricide actif surtout contre les bactéries
a Gram neégatif et principalement contre les salmonelles, les colibacilles et les
Pseudomonas. Etant non absorbée pratiquement, son action par voie orale est
limitée aux pathologies infectieuses du tube digestif [187].

Quant aux Sulfamides, c’est des antibactériens doués de propriétés

bactériostatiques a spectre relativement large (Bactéries, protozoaires,
champignons) ont été et sont encore trés utilisés en pathologie aviaire dans deux
indications : anti-infectieux et anticoccidiens [186] [187].
L’association Triméthoprime-Sulfamide confére un effet antibactérien supérieur
par la double action séquentielle des composants. Cet effet, fortement synergique
vis a vis de la plupart des bactéries, s'étend méme aux souches résistantes a l'un
des deux produits (Escherichia coli ayant une résistance acquise aux Sulfamides)
[187].

D’autres molécules antibiotiques sont également utilisées : Fluméquine a
28+4%, Oxytetracycline a 13+3%, et Néomycine a 08+2%.

e Fréguence des échecs thérapeutiques :

100 -
90 -
80 -
70 -
60 -
50 -
40 -
30 -
20 -
10 +

Vétérinaires (%)

11

1

Fréquents Rares

Fréquence des échecs thérapeutiques

Figure 4.12 : La fréquence d’échecs thérapeutiques rencontrés.
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D’aprés les résultats obtenus, prés de 90% des vétérinaires questionnés
affirment que les cas d’échecs thérapeutiques sont souvent rencontrés sur le
terrain (89+3%).

Ce résultat est proche de celui obtenu par MESSAI en 2006 [191], ou il a rapporté
un taux de 97% d’échecs thérapeutiques dans son enquéte sur les pratiques de
I'antibiothérapie en élevage avicole, dans 11 Wilayas, dont la plupart situées a

l'est du pays.

e Les causes de ces échecs thérapeutiques :
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Figure 4.13 : Les causes des échecs thérapeutiques.

Selon notre enquéte, I'antibiorésistance est incriminée dans 93+2% des cas
d’échecs thérapeutiques. Selon SANDERS [192], la résistance acquise aux
antibiotiques est une source importante d’échecs thérapeutiques en médecine
humaine comme en médecine vétérinaire.

D’autres facteurs peuvent étre incriminés aussi :

» Un diagnostic erroné.

» Une mise en ceuvre incorrecte de l'antibiothérapie (Dosage non respecté,
instabilité du médicament, insolubilité du médicament, prise insuffisante du

médicament) [193].
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» Molécule non adaptée (Spectre ou propriétés pharmacocinétiques), d’aprés nos
résultats, la molécule non adaptée est incriminée dans 65+4% des cas des
échecs thérapeutiques.

> Intervention tardive, selon les vétérinaires questionnés, dans 51+4% des cas,
intervention tardive constitue aussi l'une des causes des échecs
thérapeutiques.

Frapper vite, fort et longtemps est un slogan de I'antibiothérapie qui est toujours

d’actualité [194].

4.3.3. Conclusion :

Les résultats de I'’enquéte par questionnaire montrent bien que les échecs
thérapeutiques sont trés fréquents et que I'antibiorésistance est la cause la plus
suspectée.

Ce probleme des résistances bactériennes aux médicaments antimicrobiens a fait
lobjet d’'un intérét scientifique accru, car ces résistances sont potentiellement
transmissibles a I'nomme via l'alimentation ou par contact avec des bactéries
résistantes ou via les mécanismes de transfert entre bactéries.

Un bon usage des antibiotiques est donc indispensable afin de limiter la sélection
de bactéries résistantes, de préserver I'efficacité du médicament antibiotique, mais
aussi de limiter la présence de résidus médicamenteux dans les denrées

alimentaires d’origine animale.
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4.4. Partie isolement bactériologique :

L’objectif de cette partie consiste en premier temps, a évaluer le portage
digestif des différentes espéces d’entérocoques chez la volaille. Puis étudier leurs

sensibilités aux différentes familles d’antibiotiques.

4.4.1. Matériel et méthodes :

4.4.1.1. Techniques de prélévement :

4.4.1.1.1 Echantillonnage :

Le contenu caecal des oiseaux était recueilli au niveau de quatre abattoirs
de volailles (Un abattoir étatique de Tabougert « ORAC » et trois autres relevant
du secteur privé), tous situés dans la wilaya de Tizi Ouzou, durant la période allant
de Juillet 2017 a Juin 2018.

Seulement une seule bande par site d’élevage est prélevée durant notre étude.
Une bande est définie comme un groupe d’oiseaux issus du méme éclosoir,
élevés dans un poulailler au cours de la méme période de temps.

Dans chaque bande prélevée, 30 caeca sont sélectionnés d’une maniére
aléatoire, et trois lots contenant les caeca de 10 oiseaux sont créeés.

La fréquence de visite des abattoirs est d’'une visite toute les 04 semaines, et deux
bandes sont sélectionnées d’une maniére aléatoire pour échantillonnage si le

nombre le permettait.

4.4.1.1.2 Protocole de Prélévement :

Aprés éviscération, les caeca des oiseaux sélectionnés ont été placés dans
des sacs plastiques stériles et conservés dans une glaciére pour un maximum de

08 heures avant la mise en culture.
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4.4.1.2. Technigues de I'examen bactériologique :

4.4.1.2.1. Méthodes d'isolement et purification:

Dans chaque lot, nous avons reéalisé des dilutions au 1/10 (25g de fientes
dans 225 ml d'Eau Peptonée Tamponnée « EPT »). L'homogénéisation des
suspensions est réalisée a l'aide du vortex.

Ensuite nous avons transvasé 01 ml de cette suspension dans un tube a
essai, a lequel on a ajouté 10 ml de bouillon Coeur Cerveau (BHIB) hypersalé a
6,5% de NaCl (Bouillon sélectif des entérocoques). Puis, incubés 24 a 48 heures a
37°C. Les entérocoques peuvent pousser en présence de 6,5% de NaCl, a la
différence des streptocoques, et donnent un trouble du bouillon BHIB ainsi qu’un
précipite au fond du tube a essai (Aspect mie de pain).

L’isolement des bactéries s’est fait sur deux milieux, un milieu chromogéne
CHROMagar Orientation (Becton Dickinson), et sur un milieu sélectif BEA (IPA).
Le CHROMagar Orientation est un milieu électif servant a lisolement, a
l'identification directe. Le mélange chromogéne se compose des substrats
artificiels (Chromogeénes), qui libérent des composés de diverses couleurs lors de
la dégradation causée par des enzymes microbiennes spécifiques, ce qui permet
de différencier directement certaines especes et de détecter certains groupes de
microorganismes avec un nombre limité de tests de confirmation.

Quant au BEA, c’est un milieu destiné a I'isolement sélectif des streptocoques du
groupe D et des entérocoques qui tolérent la bile et hydrolysent I'esculine en
glucose et esculéitine. Cette derniere donne une coloration noire avec le citrate de
fer. La sélection se fait grace a la bile qui est un inhibiteur des bactéries autres

gu’intestinales, et I'azide de sodium qui inhibe les bactéries a Gram négatif.

L’inoculum est ensemencé en surface des géloses selon la méthode des
guadrants, puis incubé a 37°C pendant 24 heures.
Les entérocoques donnent de petites colonies de couleur Blue-Vert sur le
CHROMagar Orientation, et de petites colonies translucides entourées d’'un halo

noir sur le BEA.
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Les colonies suspectes sont ensuite reensemenceées a l'aide d’'une pipette
Pasteur selon la méthode des quatre quadrants sur la gélose Columbia (Oxoid) de

telle maniére a obtenir des colonies bien isolées en culture pure.

4.4.1.2.2. |dentification :

L’identification est basée sur des caractéres morphologiques et
biochimiques par les méthodes conventionnelles et de galeries standardisées.

Les tests effectués sont les suivant :

e Coloration de Gram :
Permet de diviser les bactéries en 02 groupes : Gram positif (Celles qui retiennent
le violet de gentiane aprés le lavage a l'alcool), et Gram négatif (Celles qui sont

décolorées et prennent ensuite la couleur d’'un second colorant).
» Technique :

1. Préparation du frotti : prélévement par une pipette Pasteur ou une anse de
platine d’'une parcelle de la colonie a étudier et la déposer sur une lame propre et
I'étaler.

2. Fixation : Pour tuer les germes, fixer leurs structures cytologiqgues sans
altération et augmenter la perméabilité membranaire aux colorants. Elle peut se
faire par la chaleur, I'alcool-Ether ou I'acide osmique.

3. Coloration proprement dite : Quelques gouttes de solution aqueuse de violet de
gentiane sont répandues sur le frotti, puis I'excés du violet est jeté aprés une
minute de contact. Ensuite le frotti est recouvert de lugol de Gram ; cette liqueur
prend une teinte mordorée ; on la jette au bout de quelques secondes.

4. Décoloration : La lame est ensuite décolorée a I'alcool qui sera versé goutte a
goutte jusqu’a ce qu'’il n’y ait plus d’action décolorante.

5. Coloration de contraste : Aprés lavage a I'’eau de robinet, le frotti est recoloré a
la fushine de ZIEHL au 1/10 pendant 1 minute puis lavé a I'eau, séché et examiné
par microscope optique a I'immersion par grossissement x 1000.

6. Lecture : Les bactéries Gram positif apparaissent en bleu noir et les

Gram négatif en rouge.
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e Test de Catalase :
La catalase est une enzyme qui détruit les peroxydes toxiques pour les bactéries.
Elle catalyse la transformation du peroxyde d’hydrogene en eau avec libération
d’Oz2, selon la réaction suivante :
2 H202 — 02 +2 H20.
» Technique :
Déposer une goute d’'H202 sur une lame, puis mettre en contacte avec une
colonie isolée, prélevée directement a partir d’'une gélose avec une pipette
pasteur boutonnée.
- Si formation de bulles; catalase positif.

- En absence de bulles ; catalase négatif, le cas des entérocoques.

e Test dHémolyse :
Le test d’hémolyse s’effectue sur gélose au sang (Gélose Columbia additionnée
de 5% de sang de mouton frais « Figure 4.14 »), sur laquelle les colonies

d’entérocoques apparaissent translucides de 1-2 mm de diametre.

Figure 4.14 : Préparation de la gélose Columbia additionnée de sang de mouton

frais a 5% [Photo personnelle].
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Ce test est trés important dans lidentification ainsi que la classification des
entérocoques; il présente « 3 types » d’hémolyses :

- Hémolyse a : Résulte d’hémolyse partielle des hématies au tour des
colonies qui leur refletent une couleur verdatre.

- Hémolyse B : Résulte de I'hémolyse compléte des hématies et qui s’interpréte
par une zone claire autour des colonies.

- Hémolyse y (Absence d’hémolyse): Dans ce troisieme cas il ya pas d’hémolyse;

ou la gélose au sang reste totalement rouge.

e Test au Tellurite de Potassium

Test effectué pour l'identification de I'espéce E.faecalis. En effet, en plus de
propriétés de résistance aux milieux hostiles, propres aux entérocoques,

E.faecalis possede un pouvoir réducteur tres marqué: il est capable de réduire le
Tellurite de Potassium, qui constitue souvent une substance inhibitrice pour les
autres especes [34].

Un volume de 4,5 ml de bouillon nutritif est additionné de 0,5ml de Tellurite de
Potassium préalablement dilué a 1/250 (01ml de Tellurite de Potassium est dilué

dans 249 ml d’eau distillée).

e Reéalisation de galeries biochimiques standardisées :
L’identification des autres espéces a été assurée par les tests biochimiques des

galeries : «api® 20 Strep » et « rapid ID 32 STREP » de bioMérieux.

» Principe de la Galerie api:

C’est un systéme standardisé associant 20 tests biochimiques pour api® 20 Strep
et 32 tests biochimiques pour rapid ID 32 STREP, qui présente un grand pouvoir
discriminant. |l permet de faire un diagnostic du groupe ou d’espéce pour la
plupart des entérocoques et pour les germes apparentés les plus courants [196]
[197].

La galerie api® 20 Strep comporte 20 microtubes contenant des substrats
déshydratés pour la mise en évidence d'activités enzymatiques ou de
fermentations de sucre (Figure 4.15).

Les tests enzymatiques sont inoculés avec une suspension dense qui réhydrate

les substrats.
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Les réactions produites se traduisent par des virages colorés spontanés ou
révélés par I'addition de réactifs. Les tests de fermentation sont inoculés avec un
milieu enrichi (Contenant un indicateur de pH) qui réhydrate les sucres.

La fermentation des carbohydrates entraine une acidification qui se traduit par un
virage spontané de l'indicateur coloré.

La lecture est faite a I'aide du tableau de lecture (Voir annexe E) et l'identification

par le Logiciel APIWEB.

Figure 4.15 : Systéme d’identification : api® 20 Strep [Photo personnelle].

» Préparation de l'inoculum :
Apres détermination de I'appartenance du germe au genre Enterococcus
(Catalase -, cocci Gram + en paires ou en chainettes), le type d'hémolyse est
noté, et avec un écouvillon stérile nous réalisons une suspension dense dans de
I'eau physiologique d'opacité supérieure a celle de I'étalon 4 Mac Farland a partir
de la culture pure de 24 heures sur gélose au sang.

» Inoculation de la galerie :
Dans la moitié des tests (VP a ADH), répartir la suspension précédente en évitant
la formation de bulles d'air. Dans le reste des tests: RIB a GLYG ouvrir une
ampoule d'API GP Médium y transférer le reste de la suspension précédente et

répartir cette nouvelle suspension dans les tests restants.



79

Les tests soulignés (ADH a GLYG) sont remplis avec de l'huile de paraffine.
Ensuite les boites sont fermées puis incubées a 37°C a I'étuve pendant 4 heures

pour une premiere lecture et 24 heures si nécessaire pour une deuxieme lecture.

Figure 4.16 : Inoculation de la Galerie api® 20 Strep [Photo personnelle].

> Lecture de la galerie :
Aprés 04 heures d'incubation les boites sont retirées de I'étuve et les réactifs
suivants sont ajoutés :
- Sur VP ajouter une goutte de VP1 et une goutte de VP2.
- Sur HIP ajouter 02 gouttes de NIN.
- De PYRA a LAP 01 goutte de Zym A et 01 goutte de Zym B.
La lecture est faite 10 minutes aprés l'ajout des réactifs; quelque fois il est
nécessaire d'utiliser une lampe forte (1000W) pour décolorer I'excés de réactif de

PYRA a LAP. Et une deuxieme lecture est effectuée apres 24 heures d’incubation.

> |dentification :

L'identification de I'espéce est obtenue avec le logiciel APIWEB de bioMérieux, en

entrant le profil numérique a 07 chiffres inscrit sur la fiche de résultat (Figure 4.17).
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Figure 4.17 : Fiche de résultat de la galerie api® 20 Strep [196].
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4.4.1.2.3 Etude de la sensibilité aux antibiotigues des souches isolées:

Le test de Kirby-Bauer ou test de diffusion sur milieu gélosé, est 'une des
plus anciennes approches de détermination de la sensibilité des bactéries aux
antibiotiques, et demeure I'une des méthodes les plus utilisées en routine. La
sensibilité aux antibiotiques est déterminée selon les recommandations de CLSI
2017 [198].

» Principe :
L'antibiogramme permet de déterminer la sensibilité du germe identifié vis a vis
d'un certain nombre d'antibiotiques. Pour les entérocoques, les antibiotiques

testés ainsi que la charge du disque (Oxoid) sont représentés dans le tableau 4.3.

Tableau 4.2: Liste des antibiotiques testés.

Familles Antibiotiques Antibiotiques Charge du disque

Pénicilline 10 UI
B lactamines Ampicilline 10 pg

Gentamycine’ 120 g
Aminosides Streptomycine” 300 ug
Tétracyclines Tétracyclines 30 ug
Macrolides Erythromycine 15 ug
Nitrofuranes Nitrofurantoine 300 pg
Phénicolés Chloramphénicol 30 ug
Fluoroquinolones 2™ génération | Ciprofloxacine 05 ug
Glycopeptides Vancomycine 30 pg

*: Disque hautement chargé

» Technique :
- A partir d’'une culture pure de 18 a 24 heures sur le milieu d’isolement, racler a
laide d’'une anse de platine quelque colonies bien isolées et parfaitement
identiques.
- Décharger I'anse dans 5 a10 ml d’eau physiologique stérile a 0.97.
- Bien homogénéiser la suspension bactérienne, son opacité doit étre équivalente
a 0.5 Mc Farland.
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- L'inoculum peut étre ajusté en ajoutant, soit de la culture s’il est trop faible, ou
bien de I'eau physiologique stérile s’il est trop fort.

- L'ensemencement doit se faire dans les 15 minutes qui suivent la préparation de
linoculum.

- Tremper un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne.

- L’essorer en le pressant fermement (en tournant) sur la paroi du tube, afin de le
décharger au maximum.

- Frotter I’écouvillon sur la totalité de la surface gélosée (Mueller Hinton « IPA »),
de haut en bas, en stries serrées.

- Répéter I'opération deux fois, en tournant la boite a 60° a chaque fois, sans
oublier de faire pivoter I'écouvillon sur lui-méme, finir 'ensemencement en passant
I'écouvillon sur la périphérie de la gélose.

- Il ne faut pas mettre plus de 06 disques d’antibiotique sur une boite de pétri de
90 mm de diametre, les disques d’antibiotique doivent étre espacés de 24 mm
(Voir figure 4.18).

- Les boites de Pétri seront ensuite disposées sur la paillasse pendant 30 minutes
pour une pré diffusion des antibiotiques. L'incubation est faite & 35°C pendant 16 a

24 heures a I'étuve.

o

Figure 4.18: Antibiogramme d’une souche d’entérocoque sur milieu gélosé [Photo

personnelle].
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» Lecture de I'antibiogramme :
Elle est effectuée a I'aide d’un pied a coulisse qui mesure les diametres des zones
d'inhibition. Les résultats obtenus sont comparés aux valeurs critiques figurant
dans la table de lecture correspondante (Voir annexe F).
Les bactéries sont classées dans les catégories : sensible, intermédiaire ou

résistant.

4.4.1.2.4 Conservation des souches :

Les souches d'entérocoques isolées, identifiées et testées pour leur
sensibilité aux antibiotiques sont conservées a court et a long terme :
» Conservation a court terme :
Les souches ont été ensemencées sur gélose nutritive dans des tubes a essais et
incubées 24 heures a 37°C ; ensuite, conserver au réfrigérateur a +4°C.

Cette méthode de conservation ne doit pas dépasser 03 mois au réfrigérateur.

» Conservation a long terme :
- Remplir des tubes a Eppendorf avec 1ml de bouillon BHIB.
- Stériliser a 'autoclave.
- Ensemencer, ensuite, la souche pure sur tubes a Eppendorf.
- Incuber 24 heures a 37°C.
- Ajouter 01ml de glycérol a 20% stérile directement sur le tube a Eppendorf.
- Passer au vortex plusieurs fois afin de bien homogénéiser la composition.

- Conserver au congélateur a (-70°C).

4.4.1.2.5. Contrble de gqualité :

Les controles de qualité ont été effectués a plusieurs niveaux :
- Par une simple vérification de la date de péremption des milieux de culture et de
tout réactif a utiliser ;
- Par un stockage correct des milieux de culture et des disques d’antibiotiques ;
- Par une vérification de la profondeur de la gélose.
Les souches de référence utilisées sont Staphylococcus aureus ATCC® 25923 et
Enterococcus faecalis ATCC® 29212.
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4.4.1.3. Analyse statistigue :

L’analyse statistique visant a comparer la performance microbiologique des
deux milieux d’isolement utilisés, a savoir, le milieu BEA et le milieu chromogéne
(CHROMagar Orientation), ainsi que la prévalence du portage digestif des
différentes espéces d’entérocoques est effectuée a I'aide du test Khi-Deux.

L’analyse statistique visant a comparer les antibiorésistances observées
chez les espéces E.faecalis et E.faecium est effectuée a I'aide du test Exact de

Fisher.

4.4.2. Résultats :

4.4.2.1. Identifications de souches Enterococcus spp :

Au total, 99 bandes ont été échantillonnées et 297 lots contenant les caeca
des volailles ont été réalisés.
Sur les 297 prélévements analysés pour la recherche des entérocoques, 278 se
sont révélés positifs, soit un taux de positivité de 93.6%.

L’isolement des entérocoques sur gélose sélective BEA a été effectué sur
156 lots, et la présence des germes en question a été confirmée dans 137 lots,
représentant 87.82% des échantillons.
L’isolement sur le milieu BEA montre des petites colonies translucides entourées

d’'un halo noir (Figure 4.19).

Figure 4.19: Aspect des colonies d’entérocoques sur milieu sélectif BEA [Photos
personnelle].
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Quant a I'isolement sur gélose chromogéne, le CHROMagar Orientation, les
entérocoques donnent de petites colonies de couleur Blue-Vert (Figure 4.20).
La présence des entérocoques a été confirmée dans tous les lots analysés (141
lots), soit un taux de positivité de 100%.

L’analyse statistique visant a comparer la performance microbiologique de
ce milieu chromogéne a celle du BEA, a révélé une différence trés significative
(P<0.0001).

Figure 4.20 : Aspect des colonies d’entérocoques sur le milieu CHROMagar

Orientation [Photo personnelle].

L’identification des souches isolées sur le milieu BEA et le milieu
CHROMagar Orientation a été faite sur la base de leur aspect microscopique

aprés Coloration de Gram (Figure 4.21) et le Test de Catalase (Figure 4.22).

‘. 'w )
R : ‘o‘o -!
Figure 4.21 : Aspect des entérocoques Sous un microscope optique apres

Coloration de Gram « Gram positif » (Grossissement X1000).
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Figure 4.22 : Résultat du Test de Catalase [Photo personnelle].

Le test d’hémolyse effectué sur gélose au sang frais (Gélose Columbia
additionnée de sang de mouton frais a 5%), a permis davoir les 03 types
d’hémolyses, a savoir : hémolyse a (Figure 4.23), hémolyse B (Figure 4.24) et
hémolyse y (Figure 4.25), dont la majorité des souches étaient «y hémolytique »
avec 81%, et 12% des souches de types «a hémolytique », et 7% des souches ont

présenté une hémolyse de type «B »

Figure 4.23 : Résultat test Figure 4.24 : Résultat test Figure 4.25 : Résultat test
hémolyse a. hémolyse . hémolyse y.

[Photos personnelles].

L’espéce la plus communément identifiée est E.faecalis avec un taux de
63,30% (Réduction de la tellurite de potassium, voir figure 4.26), suivie
d’E.faecium avec un taux de 33,10% (ldentifiée avec la galerie api 20 Strep, voir
figure 4.27). L’analyse statistique a révélée une différence tres significative quant
a la prévalence de ces deux espéces chez la volaille (P<0.0001).
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Les espéeces E.cecorum et E.hirae identifiées a I'aide de galerie ID 32 STREP
(bioMérieux) avec des taux de 02,16% et 01,44% respectivement.

Les résultats sont présentés dans le tableau 4.3 et la figure 4.28.

Figure 4.26 : Réduction de la Tellurite de Potassium par I'espece E. faecalis

[Photo personnelle].

Figure 4.27 : Galerie api® 20 Strep aprés 24 heures d’incubation [Photo

personnelle].

Tableau 4.3 : Distribution des souches d’entérocoques isolées selon le type de

spéculation.
Type de Nombre | Nombre Souches isolées

spéculation d’élevage | delot | E.faecalis | E.faecium | E.cecorum | E.hirae | Total
Poulet de chair | gg 267 163 84 . 04 | 251
Reproducteurs 01 03 ) 03 ) ) 03
chair
Dinde 07 21 10 05 04 - 19
Poule 02 06 03 i 02 - | o5
pondeuse
Total 99 297 176 92 06 04 278




m E faecalis
m E.faecium
m E.cecorum
m E.hirae

Figure 4.28 : Fréquence du portage digestif des entérocoques chez la volaille.

4.4.2.2. Profil de sensibilité aux antibiotigues des souches isolées :

Zone d’inhibition de
la croissance

Croissance de la
souche avec
absence de zone
d’inhibition

Figure 4.29 : Antibiogramme d’'une souche d’entérocoque aprés 18 heures

d’incubation a 35°C [Photo personnelle].
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Sur les 278 souches d’entérocoques isolées, nous avons étudié leur
sensibilité aux différents antibiotiques et les résultats obtenus sont présentés dans

la figure 4.30 et |le tableau 4.4.

100 1 90.65
9 -

80 -
70 -
60 -
50 -
40 -
30 -
17.99

20 - 7.91

10 - 4.32 ) 4.68 3.6 1.08

0 - , , . — 0 , haad , =_'_=_'___'L\

TET ERY STR GEN AMP PEN CIP NIT CHL VAN

69.06

% Résistance

Antibiotiques testés

Figure 4.30 : Représentation graphique des pourcentages de résistance aux

antibiotiques des souches d’entérocoques isolées chez la volaille.

Seulement 03.24% des entérocoques étaient sensibles a tous les
antimicrobiens testés.

La résistance a la Vancomycine, antimicrobien d’importance capitale en
meédecine humaine, n’a été trouvée dans aucune souche d’entérocoque.
Toutes les souches étaient sensibles a I'Ampicilline.
La plupart des isolats étaient résistants a la Tétracycline (90.65%) et a
I'Erythromycine (69.06%). Résistance antimicrobienne faible a intermédiaire a la
Nitrofurantoine (03.60%), Gentamycine (04.32%), Ciprofloxacine (04.68%),
Pénicilline (07.91%) et a la Streptomycine (17.99%). Trois isolats ont exprimé un

phénotype de résistance au Chloramphenicol (01.08%).



Tableau 4.4 : Pourcentages (%) de résistance aux antibiotiques des souches d’Entérocoques isolées chez la volaille.

Poulet de chair Reproducteurs Dinde Poule Pondeuse
ATB (n=251) chair (n=03) (n=19) (n=05) Total
E.faecalis | E.faecium | E .hirae E.faecium E.faecalis | E.faecium | E.cecorum | E.faecalis | E.cecorum (n=278)
(n=163) (n=84) (n=04) (n=03) (n=10) (n=05) (n=04) (n=03) (n=02)
TET 150 72 03 03 10 05 04 03 02 252 (90.65%)
ERY 112 61 01 03 08 05 01 01 - 192 (69.06%)
STR 20 15 - 03 06 05 - 01 - 50 (17.99%)
GEN 07 04 - - - - - 01 - 12 (04.32%)
AMP - - - - - - - - - -
PEN - 12 - 03 02 05 - - - 22 (07.91%)
CIP - 05 - 03 02 03 - - - 13 (04.68%)
NIT 04 05 - - 01 - - - - 10 (03.60%)
CHL - - - - 03 - - - - 03 (01.08%)
VAN - - - - - - - - - -
TET : Tétracycline, ERY: Erythromycine, GEN : Gentamicine, STR : Streptomycine, AMP : Ampicilline, PEN : Pénicilline, VAN :

Vancomycine, CIP: Ciprofloxacine, CHL: Chloramphénicol, NIT : Nitrofurantoine.
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Comparée a E.faecalis, les isolats de E.faecium étaient significativement
plus résistants (Valeurs de P des comparaisons suivantes étaient < 0.001) a la
Pénicilline (1% versus 22%) et a la Ciprofloxacine (1% versus 12%). Aussi, il

y’avait une différence significative (P<0.05) pour la résistance a de haut niveau de

Streptomycine (15% versus 25%) (Figure 4.31).

100 93 M E faecalis
90 .
80 75 H E.faecium

% Resistance

TET ERY STR GEN PEN CIP NIT CHL
Antibiotiques testés

Figure 4.31: Comparaison de I'antibiorésistance observée chez E.faecalis (n=176)

et E.faecium (n=92).

La multirésistance (Résistance a 03 antibiotiques ou plus) [199] [200] est
considérée comme une menace réelle.
20.14% des souches isolées présentaient des multirésistances, dont 08.27% des
souches étaient résistantes a trois antibiotiques, 06.83% étaient résistantes a
guatre antibiotiques, 03.96% étaient résistantes a cing antibiotiques et 01.08% des
souches étaient résistantes a six antibiotiques.

Les résultats sont représentés dans le tableau 4.5.



Tableau 4.5: Souches d'entérocoques présentant une

antibiotiques.
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multirésistance aux

Nombre Nombre de souches Taux
d’antibiotiques n=278 (%)

03 23 08.27

04 19 06.83

05 11 03.96

06 03 01.08

Total 56 20.14

Un total de 13 profils de multirésistance aux antibiotiques ont été obtenus

dans notre étude et sont rapportés dans le tableau 4.6.

Les isolats d'E.faecium avaient plus de profils phénotypiques de multirésistance

(11 profils différents) qu’E.faecalis (08 profils).

Aussi, les isolats d’E.faecalis avaient plus de souches multirésistantes (32

souches) qu’E.faecium (24 souches), mais la différence n’est pas significative.

Le profil de multirésistance le plus rencontrés était TET ERY STR chez 16

souches d’E.faecalis.
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Tableau 4.6 : Profil phénotypique de la multirésistance observée chez E.faecalis et

E.faecium.

Espece Profil phénotypique des multirésistances Total des isolats
TET ERY STR 16
TET ERY GEN 02
TET ERY NIT 03

E faecalis TET ERY NIT STR 02
TET ERY GEN STR 06
TET ERY STR CIP 01
TET ERY STR PEN 01
TET ERY STR PEN CIP 01
TET ERY STR 01
TET ERY PEN 01
TET PEN STR GEN 02
TET ERY NIT STR 02
TET ERY GEN STR 01

E.faecium TET ERY STR PEN 03
TET ERY STR CIP 01
TET ERY NIT PEN STR 02
TET ERY NIT PEN GEN 01
TET ERY STR PEN CIP 07
TET ERY STR PEN CIP CHL 03

4.4.3. Discussion :

Sur le milieu BEA, 87.82% des échantillons étaient positifs a la recherche
des entérocoques, alors que le milieu chromogene CHROMagar Orientation a
permis I'isolement des entérocoques sur tous les échantillons analysés (100%).
Les caractéristiques de couleur et de morphologie des colonies d'entérocoques
sur le CHROMagar Orientation ont permis de les différencier facilement des autres

germes présents dans I'échantillon.

E.faecalis est I'espéce prédominante avec 63.3% des isolats, récupérée a

partir d'échantillons de Poulet de Chair, de Poule Pondeuse, des Reproducteurs
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Chair et de la Dinde, conformément a certains rapports, ou E.faecalis a été
signalée comme étant I'espéce la plus répandue [32] [201] [199] [202] [203], mais
en contraste avec d'autres, indiquant qu'E.faecium est I'espéece d'entérocoque la
plus fréquente isolée de la volaille [1] [204] [205]. Aussi, une étude menée au
Nigeria [206], a montré qu'E.faecium était I'espéce prédominante (49%) dans les
féces de poulet. Un résultat similaire a également été observé par ALl et al. [207]
et UNAL et al. [208], avec une prévalence de 66% et 33.6%, respectivement.

Ces différences de prédominance peuvent étre attribuées a des divergences
géographiques ou aux méthodes d’échantillonnage et d’isolement [209] [210].

Ces deux espeéces représentaient une proportion importante (96.4%) des isolats

d'entérocoques de la volaille dans cette étude.

Les données sur la résistance phénotypique aux antimicrobiens ont révelé
qu'un grand nombre d'isolats d'E.faecalis et d'E.faecium étaient résistants a
différentes classes d'antimicrobiens, et qu'E.faecium était plus résistant
gu'E.faecalis pour certaines classes d’antimicrobiens, ce résultat est similaire a
celui obtenu par TREMBLAY et al. [151].

E.faecium est rapportée étre généralement plus résistant que E.faecalis [211]
[212]. En effet, il a été démontré par différentes études qu’a la fin des années 90,
environ 2% des souches de E.faecalis étaient résistantes a la Vancomycine alors
gue 80% des souches de E.faecium étaient résistantes a I’Ampicilline et 50%
résistantes a la Vancomycine [213] [11]. Quant en Europe, les infections a
E.faecium résistants a ’Ampicilline passait de 2% dans le milieu des années 90 a
35% au milieu des années 2000 et jusqu’'a 70% dans certaines études [214] [134]

[215].

La résistance aux antibiotigues la plus observée était celle aux
Tétracyclines et aux Macrolides. Ces antibiotiques sont fréequemment utilisés pour
le traitement et la prévention chez les volailles, étant relativement bon marché et
efficaces contre une grande variété de micro-organismes [216]. Ainsi, un taux
elevé de résistance a été enregistré aux médicaments de ces classes

d'antimicrobiens.
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La co-résistance peut contribuer a des niveaux élevés de résistance a la
Tétracycline et a I'Erythromycine. Selon CHOPRA et ROBERTS [217], Les
plasmides et/ou les transposons conjugatifs peuvent également porter a la fois les
déterminants de la résistance a la Tétracycline et a I'Erythromycine, et les deux

résistances peuvent étre maintenues avec n'importe lequel de ces agents.

Les résultats obtenus dans cette étude ont montré que toutes les souches
isolées étaient sensibles a I'Ampicilline et que peu d'entre elles présentaient une
résistance a la Pénicilline, cette résistance est plus fréquemment détectée dans
les isolats d'origine humaine que dans ceux d'origine animale [218]. Le
développement d'une résistance élevée a la Pénicilline pourrait avoir des

conséquences sur le traitement des infections a entérocoques.

Nous avons noté chez certaines souches des résistances a des niveaux
élevés aux Aminosides. 22.62% de résistance de haut niveau a la Streptomycine,
et 8.75% de résistance de haut niveau a la Gentamycine. Ceci est proche des
résultats obtenus par certains auteurs [151] [219].

100% des souches présentant une résistance de haut niveau a la Streptomycine
étaient résistantes aussi aux Tétracyclines et a ’'Erythromycine. Ces résultats sont
similaires a ceux de KLIBI et al. [220]. D’aprés AARESTRUP et al. [172], les
genes de résistance a ces antibiotiques pourraient se localiser sur la méme
structure génétique et l'utilisation d’'un seul antibiotique parmi les trois peut
sélectionner les résistances pour les autres.

Aussi, la prévalence de la résistance a de haut niveau de Streptomycine était
beaucoup plus élevée que la résistance a de haut niveau de Gentamycine. La
Streptomycine étant plus utilisée en production aviaire, il est étonnant de retrouver
des résistances aussi importantes. Une étude menée par CHIEW et collaborateurs
en 1998 [182] a montré I'existence de la résistance a la Streptomycine en
'absence d’utilisation. Leur hypothése est le portage du géne de résistance sur un
transposon possédant une région spécifique appelée intégron, ou d’autres genes
de résistance peuvent s’insérer, avec apparition d'un phénoméne de résistance

croisée.
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Quant a la Gentamycine, elle n'est pas homologuée pour l'utilisation en médecine
vétérinaire en Algérie. La prévalence détectée de la résistance était inattendue.

Le choix des antibiotiques pour traiter les infections graves a entérocoques est
limité aux combinaisons B-lactamines-Aminosides ou Glycopeptides-Aminosides,
mais I'’émergence de ces souches résistantes a des taux élevés d’Aminosides ou
de Glycopeptides complique la situation. En outre, I'apparition de ces niveaux de
résistance élevés a pour principale conséquence de supprimer I'action synergique
bactéricide nécessaire au traitement des infections graves a entérocoques. Cela
montre qu'il est important de détecter systématiqguement les résistances élevées

apres l'isolement en laboratoire de toute souche d'entérocoque.

La résistance a la Ciprofloxacine était de l'ordre de 04.68%, et cette
résistance était plus élevée chez E.faecium comparée a celle enregistrée chez
E.faecalis (P<0,001), ce résultat est similaire a celui obtenu par TREMBLAY et al.
[151].

Dans notre étude, 03.60% des isolats étaient résistants a la Nitrofurantoine.
L'utilisation de cet antimicrobien dans la production de volaille n’a pas été
signalée. Par conséquent, la résistance a la Nitrofurantoine ne peut pas étre
clairement expliquée. Des résultats similaires ont été observés pour la résistance
aux Nitrofurantoines au Portugal. lls ont suspecté une utilisation récente et illicite
de Furaltadone par les producteurs de volaille de ce pays [93].

Aussi, une étude menée par VALENZUELA et collaborateurs en 2010[221], sur la
sensibilité aux antibiotiques des entérocoques isolés des fruits de mer, a donné
50% des isolats d'E.faecium résistants a la Nitrofurantoine [221]. Ces résultats
soulevent des questions quant a l'origine de ces genes de résistance. L’'une des
hypotheses émises par les auteurs est que les entérocoques ont acquis des
genes de résistance accrus sur des plasmides ou des transposons d’autres
organismes ou par des mutations spontanées qui conferent aux entérocoques un
niveau de résistance élevé. Il est possible que les bactéries fécales résistantes
aux antibiotiques présentes dans les eaux usées domestiques ou provenant
d'autres sources telles que les élevages d'animaux ou de poissons rejetés en mer
transferent leurs déterminants résistants aux antibiotiques a la flore de poissons
indigéne, provoquant ainsi leur propagation et leur prévalence dans

I'environnement marin.
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01.08% des isolats étaient résistants au Chloramphénicol dans notre étude.
Cela peut étre d0 a des expositions illégales a cette molécule, car elle est interdite
d’utilisation en élevage, ou bien, c’est di a la persistance de résistances
antérieures. Cette résistance au Chloramphénicol chez la volaille a été détectée
aussi chez I'E.coli, bactérie indicatrice de résistance aux antibiotiques chez les
bactéries Gram négatif. Les auteurs ont rapporté un taux assez éleve de

résistance a cet antibiotique (39.22%) [222].

Nous n'avons pas isolé de souches résistantes a la Vancomycine, I'ERG
étant endémique aux Etats-Unis en raison de ['utilisation de Vancomycine par voie
orale dans le traitement des infections a Clostridium depuis les années 1980. Il est
récemment apparu en Europe apres l'utilisation de I'Avoparcine en tant que
facteur de croissance dans l'alimentation animale, d'ou I'existence du portefeuille
européen ERG [170].

L'absence d'entérocoques résistants a la Vancomycine suggere que cette
résistance acquise est encore confinée a I'environnement hospitalier. Dans notre
pays, lisolement d'un ERG reste rare. Le réseau algérien de surveillance de la
résistance des bactéries aux antibiotiques (AARN) n’a signalé que 2 fois
lisolement d’'un ERV, les deux sont des Enterococcus faecium.

La premiere alerte était en Novembre 2010, la souche a été isolée a partir d’une
hémoculture. L’enquéte réalisée a révélé qu’il s’agit bien d’'un cas autochtone,
survenu chez un patient agé de 47ans hospitalisé pour brilure grave.

La deuxieme alerte était en Mars 2011, la souche a été isolée a partir d’'un pus de
plaie, chez un malade hospitalisé dans le service de médecine interne d’'un CHU
d’Alger. Les deux souches présentent par ailleurs une résistance de haut niveau
aux antibiotiques testés : Aminosides (haut niveau de résistance a la Gentamicine,
la Streptomycine et a la Kanamycine), Ampicilline, Levofloxacin, Furanes,
Erythromycine, Clindamycine, Tétracyclines et Rifampicine. L’identification et la
caractérisation du géne de résistance ont été confirmées par PCR au niveau de
I'Institut Pasteur d’Alger (IPA).

Cependant, le premier cas d'E.faecalis résistant a la Vancomycine a été signalé
par AGGOUNE et ses collaborateurs en 2007 [223].

Aussi, une autre souche d'E.faecium résistant aux Glycopeptides a été isolée

d'une plaie opérante chez un patient hospitalisé dans un CHU a Alger [224].
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L'association entre ['utilisation d'Avoparcine comme facteur de croissance et la
présence dERG chez des animaux destinés a l'alimentation a été documentée
dans une étude épidémiologique sur des élevages de volailles et de porcs
exposeés et non exposes [225].

Cette étude a montré une forte association statistique entre l'utilisation antérieure
de I'Avoparcine en tant que facteur de croissance dans l'exploitation, et la
détection d’ERG chez des animaux €élevés dans la méme exploitation.

Pour cette raison et pour réduire l'exposition des étres humains aux ERG,
I'Avoparcine a été interdite au Danemark et en Norvege en 1995, en Allemagne en
1996 et dans tous les pays de I'Union européenne en 1997 [226].

La résistance a la Vancomycine est un sujet de préoccupation, car elle peut étre
transférée a des microorganismes plus pathogenes [227].

Des études menées au Danemark, en Allemagne, en Italie et aux Pays-Bas ont
révélé une diminution de la présence d'ERV dans les systemes de production
animale aprés linterdiction de ['Avoparcine  [228] [229] [230] [231] [90].
Cependant, dans une étude réalisée trois ans apres l'interdiction, des ERV ont été
détectés dans 99% des échantillons de fientes de volaille dans des exploitations
norvégiennes ou |'Avoparcine avait déja été utilisée [232] [233]. Aussi, Six ans
apreés l'interdiction de I’Avoparcine en Korée, les entérocoques porteurs de Van A,
VanCi, et VanC2 continuent a étre isolés dans différents échantillons d’origine
animale [234].

La raison de la persistance des ERV dans les échantillons de produits
alimentaires et dans la production d'animaux destinés a I'alimentation en I'absence
de Glycopeptides n'est pas bien connue. La sélection sous pression chez les
animaux n'est pas bien connue, mais pourrait étre une conséquence de la
co-sélection en raison de I'utilisation d'autres agents antimicrobiens [235].

Aussi, selon AUSTIN et al. [236], le temps de décroissance des taux de résistance
apres l'arrét ou la diminution du volume de l'utilisation des médicaments peut

nécessiter une période prolongée.

b

Cliniguement, la sensibilité a la Gentamycine, a I'Ampiciline et a la
Vancomycine semble étre favorable, car la résistance a ces molécules réduit
considérablement les traitements thérapeutiques dans les infections a

entérocoques [237]. Etant donné que le seul choix thérapeutique pour traiter les
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infections graves a entérocoques est limité aux combinaisons B-lactamines-

Aminosides ou Glycopeptides-Aminosides.

4.4.4. Conclusion :

La multirésistance des isolats d'E.faecalis et d'E.faecium provenant de
volailles et I'émergence d'ERG et la résistance aux antibiotiques a un taux élevé
d'’Aminosides constituent une menace mondiale réelle.

Les antibiorésistances les plus souvent détectées, sont aux antibiotiques
largement utilisés en élevages (Tetracyclines et Macrolides).

La résistance a la Vancomycine n'a pas été détectée dans notre étude, mais
certaines des résistances signalées (Résistance a des hauts niveaux en
Aminosides), si elles se propageaient dans la chaine alimentaire, auraient des

implications sur la santé publique.
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CONCLUSION

Notre enquéte par questionnaire auprés de 134 vétérinaires praticiens
faisant des suivis d’élevages avicoles a montré que le probleme des échecs
thérapeutiques est souvent rencontré sur le terrain, et que I'antibiothérapie est le
plus souvent mise en ceuvre d'une maniere probabiliste, sans recours au
diagnostic de laboratoire. Aussi, Le phénoméne de l'antibiorésistance est la
cause la plus incriminée par les vétérinaires dans les cas des échecs
thérapeutiques rencontrés.

Pour mieux appréhender ce fléau de résistance aux antibiotiques chez les
microorganismes, nous avons choisi I'étude des entérocoques, qui sont des
bactéries indicatrices d’antibiorésistance chez les bactéries a Gram positif.

L’étude du portage digestif des différentes espéces d’entérocoques chez la
volaille avec les méthodes conventionnelles a montré la prédominance de deux
especes a savoir 'E.faecalis et I'E.faecium (96,4% sur 'ensemble des isolats).

L’étude du profil de résistance aux antibiotiques des 278 souches
d’entérocoques isolées de la volaille, a donné de hauts pourcentages de
résistance aux Tétracyclines et a I'Erythromycine (Antibiotiques fréquemment
utilisés en élevage), des bas niveaux de résistances aux Pénicillines,
Ciprofloxacine, Nitrofurantoines et Chloramphénicol avec des taux de 07.91%,
04.68%, 03.60% et 01.08% respectivement. Des résistances a des concentrations
élevées aux Aminoglycosides ont été enregistrées (Streptomycine a 17.99% et
Gentamycine a 04.32%). Toutefois, toutes les souches ont été sensibles a la
Vancomycine et a 'Ampicilline.

En conclusion, ce travail rentre dans le cadre de surveillance de la
résistance des germes aux antibiotiques, qui devrait étre renouvelé constamment,
et ca devrait étre le role de tout laboratoire de microbiologie, que ce soit en
médecine humaine ou bien en médecine vétérinaire, afin de fournir aux cliniciens
les bonnes molécules pour une antibiothérapie efficace.

En perspective de ce travalil, il serait intéressant de pouvoir utiliser des tests
d’identification plus sensibles tels que la MALDI - TOF ou la PCR, et de bien

approfondir I'aspect génétique des résistances signalées.
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APPENDICE A
LISTE DES ABREVIATIONS

. Algerian Antibiotic Resistance Network
: Acide Désoxyribonucléique

: Acide Ribonucléique ribosomique

. Antibiotique

: American Type Culture Collection

: Bile Esculine Azide

: Brain Heart Infusion Broth

: Centre Hospitalo-universitaire

: Clinical Laboratory Standards Institute
: Concentration Minimale Inhibitrice

: Direction des Services Agricoles

: Enterococcus

: Entérocoques Reésistants aux Glycopeptides
: Entérocoques Résistants a la Vancomycine
: Gramme

. Institut Pasteur d’Alger
: Kilo base

: Matrix Assisted Laser Desorption lonisation- Time Of Flight
: Millilitre

: Millimétre

: Chlorure de sodium

: Office Régional Avicole Centre
: Penicillin Binding Protein ou Protéine de liaison a la pénicilline
: Polymerase Chain Reaction
: Poulette future pondeuse

: Potentiel Hydrogene

: Unité Internationale

: Degré Celsius

: Microgramme

: Pourcent



APPENDICE B
QUESTIONNAIRE AUPRES DES VETERINAIRES

Questionnaire pour la collecte des données relatives a I'utilisation des
antibiotiques en élevages avicoles.
Date : / / 2019

1. Quelle est I'importance de I'activité avicole dans votre clientéle ?
> Activité principale [ ]
> Activité secondaire [ |

2. Quel est le type de spéculation suivi ?

Poulet de chair []
PFP ]
Poules pondeuses [ ]
Reproducteurs []

Dinde []

YV V. V V V

3. Les ATB sont utilisés :

» Au démarrage [ ]
» A titre prophylactique [ ]
» Lors de cas pathologiques [ ]

4. L'utilisation des ATB est arrétée lors :

» Amélioration symptomatique [ ]

» Guérison clinique [ ]
> Selon la notice [ ]
» Rupture de stock [ ]

5. En cas de persistance des symptomes, quelle a été votre conduite ?
» Augmenter la dose du méme traitement
> Prolonger la durée du méme traitement

> Prescrire une autre molécule d’ATB

AN

> Prescrire une association dATB



6. A quel moment vous faites appel au diagnostic de laboratoire ?
> Avant traitement [ ]
> Aprés un échec thérapeutique [ ]

7. L’antibiogramme a-t-il répondu a vos attentes ?
> oul [ ]
> NON [ ]

8. Silaréponse est NON qu’elle a été votre conduite ?
> Continuer avec le méme traitement [ |

» Changer la molécule [ ]

9. Quelles sont les molécules préconisées selon les manifestations cliniques

dominantes ?

Pathologies suspectées Molécules préconisées

Respiratoires s

Digestives SO

10. Quelle est la fréquence des échecs thérapeutiques rencontrés ?
> Fréquents [ ]
> Rares [ ]

11. Quelles sont d’aprés vous les causes de ces échecs thérapeutiques ?

» Antibiorésistance []
» Molécule non adaptée [ ]
» Dose insuffisante []
> Non respect de la durée de I'antibiothérapie [ ]
> Intervention tardive [ ]

Nous vous remercions pour votre collaboration




APPENDICE C

RESULTATS DES QUESTIONNAIRES AUPRES DES VETERINAIRES

Importance de l'activité avicole dans la

clientéle des vétérinaires

O Activité principale : 22

O Activité secondaire : 112

Type de spéculation suivi

U Poulet de chair : 134 [ Reproducteurs : 04
[ Poules pondeuses : 37 OPFP : 07 O Dinde : 16

Circonstances d'utilisation des

antibiotiques

O Au démarrage : 76 [ A titre prophylactique: 61
O Lors de cas pathologiques : 124

L’arrét de I'antibiothérapie

O Amélioration symptomatique: 119
O Guérison clinique : 78
O Selon la notice : 89 [ Rupture de stock : 03

Conduite en cas de persistance des

symptémes

O Augmenter la dose du méme traitement : 16
U Prolonger la du durée du méme traitement : 28
U Prescrire une autre molécule d’ATB: 87

O Prescrire une association d’ATB : 74

Moment d’orientation au laboratoire

O Avant traitement : 25
LI Aprés un échec thérapeutique : 109

Fiabilité de I'antibiogramme

O Oui: 84 O Non : 50

Conduite en cas de l'inefficacité de

I'antibiogramme

] Continuer avec le méme traitement : 00

O Changer la molécule : 50

Molécules préconisées selon les

symptomes

 Oxytetracycline : 130
- Tylosine : 122

U Respiratoires |- Enrofloxacine : 74
<- Erythromycine : 71

- Ampicilline : 45

¥ Néomycine : 23

(- Colistine : 132

- Sulfamides: 121

{ - Fluméquine : 37

- Oxytetracycline : 18
\- Néomycine : 11

[ Digestifs

Fréquence des échecs thérapeutiques

O Fréquents : 119 O Rares : 15

Causes des échecs thérapeutiques

1 Antibiorésistance : 125

O Molécule non adaptée: 87
O Dose insuffisante : 49

0 Non respect de la durée : 63

O Intervention tardive: 69




APENDICE D

COMPOSITION DES MILIEUX DE CULTURE ET PRODUITS CHIMIQUES

* Milieux de culture (Pour Ollitre d’eau distillée) :

e Milieu Bile Esculine Azide de Sodium (BEA) :

Peptone pepsique de viande 39
Peptone 179
Extrait de levure 59
Citrate de sodium 1g
Citrate de fer ammoniacal 0.5g
Chlorure de sodium 5g
Esculine 1g
Bile de beeuf déshydratée 10g
Azide de sodium 0.25¢g
Agar 139
pH 7,1+0,2
e Milieu CHROMagar Orientation :
Chromopeptone 16.1g
Mélange chromogeéne 1.3¢g
Gélose 15049
pH 6,9+0,2
e Milieu Mueller Hinton
Infusion de viande de boeuf déshydratée 300¢g
Hydrolysat de caséine 17.5¢
Amidon de mais 15¢
Agar agar 10g
pH 7,4




e Milieu Columbia:

Peptone 23,0
Amidon 1,0
Chlorure de sodium 5,0
Agar 10,0
pH 7,3+0,2
e Milieu BHIB :
Proteose-peptone 10,09
Infusion de cervelle de veau 125¢
Infusion de coeur de boeuf 50¢g
Glucose 2049
Chlorure de sodium 50¢g
Phosphate disodique 259
pH 7,4+ 0,2
e Eau peptonée tamponnée (EPT):
Peptone 10,09
Chlorure de potassium 5.0g
Phosphate disodique anhydre 3.5¢g
Dihydrogénophosphate de potassium 1.5¢g
pH 7,2+ 0,2
e Gélose nutritive :
Extrait de viande 109
Extrait de levure 29
Peptone 509
Chlorure de sodium 509
Agar agar 159
pH 7.3£0,2




R/

¢ Produits chimiques :

e Fushine phénique:

Fushine cristallisée 19
Alcool éthylique 10ml
Phénol 59
Eau distillée 100ml
e Violet de gentiane phénique :
Violet de gentiane 19
Phénol 119
Ethanol 10ml
Eau distillée 100ml
e Lugol:
lodure de potassium 29
lode métalloide 19
Eau quod satis pour 100g

e Eau oxygénée (10%): Formule moléculaires : H202.

e Glycérol (20%) : Formule moléculaire : C3HsOs.

e Tellurite de potassium (4%) : Formule moléculaire: K2OsTe.



https://fr.wikipedia.org/wiki/Carbone
https://fr.wikipedia.org/wiki/Hydrog%C3%A8ne
https://fr.wikipedia.org/wiki/Oxyg%C3%A8ne

APPENDICE E
TABLE DE LECTURE GALERIE BIOCHIMIQUE

Tableau: Lecture des résultats du systéme d’identification « api® 20 Strep » selon
bioMérieux [196].

RESLULTATS
TESTS | COMPOSANTS ACTIFS |, TE | REACTIONS/ENZYMES
imgicup} NEGATIF | POSITIF
WP 1+ VP 3 | usquts 10 min (1)
. preduction d'acdicene: |
WP sadium pyruvaie 148 (Veges Proskauer) ncolore Rase-Rauge
HIM { 1l
HIP acide hippurizue D4 | hydralyse tacide HIPpurique) '"F%ﬁmgﬂ Bleu foncaficlet
4h 24h dh #h
Incolan Incalore Hair Mair
esculing 1.1 | hydralyse B-glycosidase .
ESC cilrabe da for 0,152 | (ESCuina) Jaune plis "E“F'-‘F?"-‘ Gris
1% clair
3 [PYRUA & LAP) (1)
au besein décolord par éslalrement inenes
acice pyraghAamiquea- Incoiore au
PYRA B-naphtylamida 00255 | PYRoobdomd andamidass ____':?['?_'[5['5_' wespiie | __?Jr-!_lipz_“ i
GG “*{!(:l'::“;;“rﬂ;'f 0,037 | a-GALactoskiase Incalare Viglet
acide naphicd-ASEI- .
BGUR glucuranigue Q0537 | B-GlUcuRonidase Imoakara Bipu
ZenaphlylL0 incofon gu
PO | galictopwanosige | 0005 |@GALaclosiese | vietespe | N
. Incodore g
FaL Z-naphiyl phosphabs 00244 |Phosphalase Alcaline | "|"| I:IE’!H-H-_FI_HIE --------------- ‘qﬂlffﬂ .
LAP | L-feucine-2-maphilylamide | 04,0255 | Leusine MArninaPeplidase Incalore Cranga
ADH L-grgining 19 | Anginine DHydobase Jauna Reugn
dh 24n 4h 24 h
, . Orarge! Orrangal
EIE D-ribnge 1.4 | acidificalion (R1Bese) Rouge Rouge NG Jaura
. . Cranged Qrangel
AR L-arabingse 1,4 | acidification (ARALnoEe] Risuge Rouga e Jauns
Orarge! Oiangal
[ D-mannital 1,36 | ackdification (MAMRil) Rouge Fenige e Jaure
S0OR mh P Orange! Qrangoi
D-sortibol 1,38 | acidification (5 C0Rbikol) Bouge Rouge aung Jaurwe
[:lnctase e Oramge’ Ciran
LA [arigine: boving) 14 | acificaion (LAGIs0) Ruuge Ritige erig:f Jaune
. " Diranged Oiran
D-trshalose 1, g il
IRE 32 | acidification (TREMalees) Rouge R Jaune Jaums
MU iniging 542 | ackification [INUtine} Reuge Eplzrm ‘3‘:’&9:‘ Jauna
A, Qirangai Owangped
RAF [-raffingas 312 | acidificalion [RAFfnase) Riauge Fouae s Jaume
Orangal Crangef
arnidan 2, i
Failiin] (2} 55 | acldificatlion (AMIDon) Rouga Frouge isung Jaune
GLYG qlycogéng 1,28 | acidificatian (GLY coGéne) Fouge g Orange Jaung tane




APPENDICE F
TABLE DE LECTURE ANTIBIOGRAMME

Tableau de lecture : Valeurs critiques des diameétres des zones d'inhibition pour

Enterococcus spp.

Antibiotiques Charge des Diameétres critiques (mm)
testés disques Sensible Intermédiaire Résistant
Tétracycline 30 pg 219 15-18 <14
Erythromycine 15 ug =23 14-22 <13
Streptomycine* 300 pg =10 7-9 <6
Gentamycine* 120 pg =210 7-9 <6
Ampicilline 10 pg =17 - <16
Pénicilline 10 UI 215 - <14
Ciprofloxacine 05 pg 221 16-20 <15
Nitrofurantoine 300 ug =17 15-16 <14
Chloramphénicol 30 pg 218 13-17 <12
Vancomycine** 30 pg =17 15-16 <14

* - Haut niveau de résistance.

** - Incuber pendant 24 heures.
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ANTIBIOTIC RESISTANCE OF ENTEROCOCCI ISOLATED FROM
POULTRY

YOUSFI Safia, M. BACHIR PACHA*
Institute of Veterinary Sciences, University of BLIDA
*Corresponding author: bachirpacha_mohamed@yahoo.fr

Abstract: This study was conducted to evaluate the antibiotic resistance of enterococci
isolated from poultry in the wilaya of Tizi Ouzou. A total of 137 enterococci isolates from
poultry were tested for antibiotic susceptibility by the diffusion method. Ten antibiotics from
different families were tested. High percentages of resistance to Tetracycline and
Erythromycin were observed (91.97% and 73.72% respectively), Low frequencies of
antimicrobial resistance to Nitrofurantoin and Penicillin with a rates of 5.83% and 7.29%
respectively.  Resistance was recorded for high levels of Gentamycin and Streptomycin
(8.75% and 22.62% respectively). However, all strains were sensitive to Vancomycin,
Ciprofloxacin, Chloramphenicol and Ampicillin.

Key words: Enterococcus, Antibiotic resistance, Nosocomial infections, Poultry.

INTRODUCTION

Antimicrobial resistance is a global issue in both human and veterinary medicine. The
presence of antimicrobial resistant microorganisms in fecal material of animals is becoming a
matter of great concern because these microorganisms could be transmitted to humans
through a contaminated food supply Hayes et al. (2003). Among these microorganisms,
enterococci that are part of the commensal flora of the gastrointestinal tract of humans and
animals Kuhn et al. (2005), and are not known to be particularly pathogenic. However, their
role in opportunistic and nosocomial infections has increased significantly in recent years.
The two main species responsible for human infections are Enterococcus faecalis and
Enterococcus faecium.

Today, three elements are leading to a renewed interest in enterococci: the increasing
increase in their isolation during various infections, the importance of their place in
nosocomial pathology and the emergence and accumulation of antibiotic resistance
mechanisms. In addition to their intrinsic resistance to many antimicrobials, including
resistance to Cephalosporins, Clindamycin, and low-level to Aminoglycosides and other Beta-
lactams, the enterococci have the ability to acquire other antibiotic resistance via genetic
mobile elements such as plasmids, transposons, or through chromosomal exchange or
mutations Hegstad et al. (2010).

The latest development in resistance, which is the acquisition of glycopeptide resistance
(ERG), was also the most impressive and surprising. This explains their follow-up in
antimicrobial resistance surveillance programs as antibiotic resistance indicators for Gram-
positive bacteria.

The purpose of our study is to evaluate the digestive carrying of different strains of
enterococci in poultry slaughtered in the Wilaya of Tizi Ouzou and to determine their
antimicrobial resistance profiles.

MATERIEL AND METHODS

Collection of samples: The caecal content of the birds was collected from four
poultry slaughterhouses (one state and three private sector), all located in the wilaya of Tizi
Ouzou, during the period from July 2017 to December 2017.
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Each slaughter site was visited once during each 4-week period, in a random order.

At each visit to the slaughterhouses, two flocks located in different production sites were
selected whenever possible. A flock was defined as a group of birds from the same hatchery
raised in a broiler house during the same period of time. Only one flock raised per production
site was allowed for selection in the study. After evisceration, the caeca from the selected
birds were placed in sterile plastic bags and kept on melting ice for a maximum of 8 hour
prior to culture. For each flock sampled, 30 birds are randomly selected, and three pools
including caecal content of 10 birds were created.

Bacterial identification: The pooled caecal sample was mixed with 25 ml of buffered
peptone water until homogenization, then, a drop was collected and inoculated on a selective
Bile Esculine Azide Agar (IPA). Incubation is done at 37° C in a normal atmosphere for 24 to
48 hours. After incubation, suspected enterococci colonies from each sample (small
translucent colonies surrounded by a black halo) were subcultured for purity onto blood agar
(Tryptic soy agar plus 5% sheep blood). Then, the identification was completed by testing
for catalase, Gram-staining and by API 20 Strep system kit (Bio-Merieux, France).

Antimicrobial susceptibility testing: The antibiotic susceptibility test was determined
by disc diffusion method on Mueller-Hinton agar medium (IPA), according to the
recommended Clinical Laboratory Standards Institute guidelines, (CLSI, 2017). This
diffusion method (Standard Antibiogram) is one of the oldest approaches to determine
bacterial sensitivity to antibiotics and remains one of the most commonly used methods in
routine. The antimicrobial susceptibility of enterococci was tested with a panel of 10
antimicrobial: Penicillin (10 UI), Ampicillin (10 ug), High concentration Gentamicin (120
Kg), High concentration Streptomycin (300 pg), Vancomycin (30 pg), Nitrofurantoin (300
ng), Tetracycline (30 pg), Erythromycin (15 pg), Ciprofloxacin (5 pg), Chloramphenicol
(30 pg). The diameters of inhibition zones were interpreted by referring to the table of
Enterococcus spp as recommended by the Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI, 2017). Staphylococcus aureus ATCC® 25923 and Enterococcus faecalis ATCC®
29212 obtained from American Type Culture Collection were used as quality control
organisms.

RESULTS

Identification of Enterococcus spp. strains: A total of 52 flocks were sampled and
156 pools including caecal from chicken broilers, turkeys and laying hen were realized. The
presence of Enterococci was confirmed in 137 pools samples, representing 87.82% of
specimens. The identification of strains by using the APl 20 Strep system kit (Bio-Merieux,
France) revealed 95 E. faecalis, 32 E. faecium, 06 E.cecorum and 04 E.hirae. The most
commonly identified strain is E.faecalis with a rate of 69.34%, followed by E. faecium with
a rate of 23.35%, E.cecorum and E.hirae with a rate of 04.37% and 02.92% respectively.
The results are shown in table 1.

Tablel.
Distribution of enterococci strain by type of speculation.
Type of Number  Number of Isolated strains
speculation  of flocks pools E.faecalis E.faecium E.cecorum E.hirae Total
Broiler chicken 46 138 86 32 - 04 122
Turkey 04 12 06 - 04 - 10
Laying hen 02 06 03 - 02 - 05
Total 52 156 95 32 06 04 137
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Antibiotic susceptibility profile of isolated strains: Of the 137 strains of enterococci
isolated, we studied the sensitivity to the different antibiotics using the standard antibiotic
susceptibility test and the results obtained are presented in Table 2. Only 5.1% of
enterococci were susceptible to all tested antimicrobials. Resistance to Vancomycin,
Ciprofloxacin, antimicrobials of very important in human medicine, was not found in any
enterococci. All strains were susceptible to chloramphenicol and ampicillin. Most of the
isolates, were resistant to Erythromycin (73.72%) and Tetracycline (91.97%). Low to
intermediate frequencies of antimicrobial resistance to Penicillin (05.83%), Nitrofurantoin
(07.29%), Gentamycin (high level; 08.75%), and Streptomycin (high level; 22.62%).

Table 2.
Antibiotic resistance percentages (%) of Enterococci isolated strains
Broiler Chicken Turkey Laying Hen
(n=122) (n=10) (n=05) Total
ATB (n=137)
E.faecalis E.faecium E.hirae  E.faecalis E.cecorum E.faecalis E.cecorum
PEN - 08 - - - - - 08
(05.83)
AMP - - - - - - - -
GEN 07 04 - - - 01 - 12
(08.75)
STR 18 10 - 02 - 01 - 31
(22.62)
VAN - - - - - - - -
NIT 04 05 - 01 - - - 10
(07.29)
TET 79 29 03 06 04 03 02 126
(91.97)
ERY 68 26 01 04 01 01 - 101
(73.72)
CIp - - - - - - - -
CHL - - - - - - - -

PEN : Penicillin, AMP : Ampicillin, GEN : Gentamicin, STR : Streptomycin, VAN : Vancomycin,
NIT : Nitrofurantoin, TET: Tetracycline, ERY : Erythromycin, CIP: Ciprofloxacin, CHL:
Chloramphenicol.

Multidrug resistance (resistance to 03 or more antibiotics) is considered as a real threat,
as 27% strains of 137 of enterococci isolates were resistant to at least three antibiotics.
14.6% of the strains were resistant to three antibiotics, 10.21% were resistant to four
antibiotics and 02.19% were resistant to five antibiotics.
The results are shown in Table 3.

Table 3.
Strains of Enterococci showing multidrug resistance.
Number of resistance antibiotics Number of strains Rates of trains (%)
n=137
03 20 14.6
04 14 10.21
05 03 02.19
Total 37 27

-202 -




Agricultura no. 3 - 4(107-108)/2018 Agriculture

A total of 13 multidrug resistance profiles were obtained in our study, and reported in Table 4.
E. faecium isolates had more multiresistant phenotypic profiles (08 different profiles) than
did E. faecalis (05 profiles). The common multidrug resistance profile was

TET ERY STR with 13 strains observed in E.faecalis.

Table 4.
Phenotypic profile of multidrug resistance observed in E. faecalis and E. faecium.
Bacterial Species Phenotypic multiresistant profile Total of isolates
TET ERY GEN 02
TET ERY STR 13
E.faecalis TET ERY NIT 03
TET ERY NIT STR 02
TET ERY GEN STR 06
TET ERY STR 01
TET ERY PEN 01
TET PEN STR GEN 01
E.faecium TET ERY NIT STR 02
TET ERY GEN STR 02
TET ERY STR PEN 01
TET ERY NIT PEN STR 02
TET ERY NIT PEN GEN 01
DISCUSSION

E. faecalis was the predominant species (69.34% of isolates) recovered from both
broiler Chicken, laying hen and turkey samples, in accordance with some reports Franz et al.
(1999), Graham et al. (2009), but in contrast with others indicating E. faecium as the most
frequent enterococci species isolated from poultry Hayes et al. (2003), Jackson et al. (2004).
These differences of predominances can be attributed to geographical discrepancies or
isolation methodologies Manero and Blanch, (1999), Jackson et al. (2005). Both species
accounted for a large proportion (92.7%) of the enterococci isolates recovered from poultry
in this study.

It should be noted, however, that the small number of isolated strains of E. faecium did
not allow us to secondarily study the comparison of antibiotic susceptibility between the two
species more closely, as E. faecium is generally reported to be more resistant than E.
faecalis. Jones et al. (1995), Streff et al. (1996), SY (1996).

All strains (100%) were sensitive to Ampicillin, Ciprofloxacin and Chloramphenicol.
Only a few of the isolates were resistant to Penicillin, but this mechanism of resistance has
not gained wide spread importance in human medicine. The development of high-level
penicillin resistance could have consequences for the treatment of enterococci infections.

We have noted in some strains a high level of resistance to aminoglycosides. This is
close to the results obtained by a study conducted in Canada in 2011 by Tremblay et al.
(2011). In our study, prevalence of high-level resistance to Streptomycin was much higher
than high-level resistance to Gentamycin. Gentamycin is not registered for the use in poultry
in Algeria; the detected prevalence of resistance was unexpected. The choice of antibiotics
to treat serious enterococci infections is limited to the combinations p-lactamines-
Aminosides or Glycopeptides-Aminosides, but the emergence of these strains resistant to
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high levels of aminoglycoside or glycopeptide complicates the situation. In addition, the main
consequence of the appearance of these high levels of resistance is the removal of the
bactericidal synergistic action necessary for the treatment of severe enterococci infections.
This shows the importance of systematically detecting high level resistance after isolation in
the laboratory of any enterococci strain.

We have noted also high rates of resistance to Tetracycline and Erythromycin. The
main reason for the high resistance to Tetracycline may be that this antimicrobial is the most
commonly used in our country as both a therapeutic and non-therapeutic antimicrobials in
veterinary medicine.

Few isolates were resistant to Nitrofurantoin in our study. This antimicrobial has not
been reported to be used in poultry production. Therefore, Nitrofurantoin resistance cannot
be clearly explained. Similar results were observed for Nitrofurantoin resistance in Portugal,
which was explained by a recent massive and illicit use of furaltadone by poultry producers
in this country da Costa et al. (2007).

We have not isolated any strains resistant to Vancomycin, ERG being endemic in the
USA due to the use of oral Vancomycin in the treatment of Clostridium difficile infections
since the 1980s. It has recently appeared in Europe following the use of Avoparcin as a
growth factor in animal feed, hence the existence of the Community carry of ERG Cetinkaya
etal. (2000).

In our country, the isolation of an ERG israre. In 2007, a first case of vancomycin-resistant

E. faecalis was reported by Aggoune et al. (2008). Also, a strain of E.faecium resistant to
glycopeptides (ERG) was isolated from an operating wound in a patient hospitalized in a
university hospital in Algiers Hamidi et al. (2013).

CONCLUSION

Multidrug resistance of E.faecalis and E.faecium isolates from poultry and the
emergence of ERG and antibiotic resistance to high level of aminoglycosides are a real
global threat. Vancomycin resistance was not detected, but some of the reported resistances,
if spread through the food chain, would have public health implications.
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Abstract: This study was conducted to evaluate the use of CHROMagar Orientation for
presumptive identification of enterococci from poultry, and to characterize the antimicrobial
resistance of the isolates. Strains identification with conventional methods allowed confirmation
of Enterococcus genus membership of all of the isolates on CHROMagar orientation (100%).
Of the 141 enterococci isolates obtained from chicken, 81 (57.45%) were identified as
Enterococcus faecalis and 60 (42.55%) as Enterococcus faecium. The antimicrobial
susceptibility test presented high level of resistance to Tetracycline (89%) and  Erythromycin
(65%) , low level of resistance to High Level of Streptomycin, Penicillin and Ciprofloxacin
(13%, 10% and 9% respectively). Few of isolates were resistant to Chloramphenicol (2%). All
the strains were susceptible to High Level of Gentamycin, Ampicillin, Vancomycin and
Nitrofurantoin. The predominant phenotype of resistance pattern identified in both E.faecalis
and E.faecium was (Erythromycin -Tetracycline).

Key words: Antibiotic resistance, CHROMagar Orientation, Enterococcus, Poultry.
INTRODUCTION

Enterococci are natural inhabitants of the human and animal gastro intestinal
tract. Their role in opportunistic and nosocomial infections has increased significantly
in recent years. Added to this, they have the ability to acquire genes of resistance to
several antibiotics, which compromise the choice of therapy. Hence the need for rapid
identification of enterococci. CHROMagar Orientation claims to facilitate and expedite
the identification of commonly isolated gram-negative bacteria and some gram-positive
bacteria such as Enterococcus spp. without confirmatory testing, on the basis of
different contrasted colony colors produced by reactions of genus or species specific
enzymes with a proprietary chromogenic substrate Merlino et al. (1996).

The aim of this study was to evaluate the use of CHROMagar Orientation for
isolation of enterococci from poultry and to characterize the antimicrobial resistance of
the isolates.

MATERIEL AND METHODS

Sample Collection: Samples were collected once each week from four poultry

slaughterhouses located in the Wilaya of Tizi Ouzou, Algeria, as previously described
(Yousfi and Bachir Pacha, 2018), between January 2018 to June 2018.

-166-



Agricultura no. 1 - 2(113-114)/2020 Agriculture

Strain isolation: CHROMagar Orientation (Becton Dickinson) was used for
presumptive identification of Enterococcus spp. The principle of this medium is the
use of chromogenic substrates revealing metabolic enzymes.

After enrichment of the specimens on Brain Heart infusion broth supplemented with
6.5% of NaCl for 48h at 37°C, one typical enterococcal colony growing on
CHROMagar orientation plates, at 37°C for 24h (Small blue-green colonies), was
selected and subcultured on Columbia agar (Oxoid) with 5% sheep blood for
purification, from which the isolates were selected for further identification and
characterisation.

The appurtenances to the genus level of the isolates were confirmed by positive Gram
staining, the absence of catalase and growth on Bile-Esculine Agar with esculine
hydrolysis (Facklam and Colinsm, 1989).

Species identification: E.faecalis is distinguished from E.faecium and other
species by its ability to grow in media containing 0.04 % tellurite, (B.E. Murray, 1990).
Identification of the others species was carried out by API 20 Strep test Kit
(BioMerieux), according to the manufacturer’s guidelines.

Antimicrobial susceptibility test: Antimicrobial profile of tested isolates of

Enterococcus spp. was evaluated using the qualitative disk diffusion method on
Mueller-Hinton agar medium (IPA), according to the recommended Clinical
Laboratory Standards Institute guidelines, (CLSI, 2017).
Ten antibimicrobial agents were tested, the antibiotic concentration per disk (Oxoid)
was as follows: Tetracycline (30 pg), Erythromycin (15 pg), High Level Streptomycin
(300 pg), High Level Gentamycin (120 pg), Ampicillin (10 pg), Penicillin (10 UI),
Vancomycin (30 pg), Ciprofloxacin (5 pg), Chloramphenicol (30 pg), Nitrofurantoin
(300 pg).

The diameters of inhibition zones were interpreted by referring to the table of
Enterococcus spp as recommended by the Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI, 2017), and the isolates were categorized as susceptible, intermediate or resistant
(S,1orR).

Staphylococcus aureus ATCC® 25923 and Enterococcus faecalis ATCC®
29212 obtained from American Type Culture Collection were used as quality control
organisms.

The Chi-square test was used to determine the significance of differences in
antibiotic resistance rates among isolates, where appropriate. A P value less than 0.05
was considered statistically significant.

RESULTS AND DISCUSSION

Occurrence of Enterococcus spp.: A total of 47 flocks were sampled, and 141
pools were created. Of the 141 samples analyzed for the presence of enterococci, 100%
of them were positive. The species identified were: Enterococcus faecalis with a rate of
57.45% (81), and Enterococcus faecium 42.55% (60).

Antibiotic susceptibility profile of isolated strains:
Only 1.42% of enterococci isolates were susceptible to all antibiotics tested in this
study.
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All tested isolates were susceptible to High Level Gentamycin, Ampicillin,
Vancomycin and Nitrofurantoin.

The rates of resistance to others antimicrobials were mentioned in Table 1.

Table 1
The Percentage (%) of susceptible (S), intermediate (1) and resistant (R) enterococci strains
isolated from poultry.

E. Faecalis E. Faecium Total
ATB (n=81) (n=60) (n=141)

S [ R S [ R S [ R
Tetracycline 3 5 92 10 5 85 6 5 89
Erythromycin 17 24 59 10 18 72 14 21 65
HL 93 0 7 78 0 22 87 0 13
Streptomycin
HL Gentamycin 100 0 0 100 0 0 100 0 0
Ampicillin 100 - 0 100 - 0 100 - 0
Penicillin 98 - 2 80 - 20 90 - 10
Vancomycin 100 0 0 100 0 0 100 0 0
Ciprofloxacin 93 5 2 74 8 18 91 0 9
Chloramphenicol 100 0 0 95 0 5 98 0 2
Nitrofurantoin 100 0 0 100 0 0 100 0 0

Compared to E.faecalis, E.faecium isolates were significantly more resistant (P
values of the following comparisons were all < 0.05) to High Level Streptomycin (7%
versus 22%), Penicillin (2% versus 20%) and Ciprofloxacin (2% versus 18%) (Figure
1).

B E.Faecalis

100 E.Faecium

% 80
60
S 40
20
0 .
TET ERY

HLSTR  PEN CIP CHL

TET=Tetracycline; ERY= Erythromycin; HLSTR=high-level Streptomycin;
PEN=Penicillin; CIP=Ciprofloxacin; CHL=Chloramphenicol.
Fig. 1. Comparison of drug resistance in E.faecalis (n=81) and E.faecium (n=60).

The prominent resistance phenotype in the collection was Tetracycline-
Erythromycin.

Multi Drugs Resistance according to Magiorakos et al. (2012) was defined as
resistance to three or more antibiotic families. Our results show that 7.4% of E.faecalis
and 21.66% of E.faecium isolates were resistant to at least 3 antibiotics.
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The phenotypic resistance profiles observed in E.faecalis and E.faecium are
represented in table 2 and table 3 respectively.

Table 2
Phenotypic resistance profiles observed among E. faecalis isolates from poultry.
Total no. of isolates Phenotypic resistance profiles
01 PEN-HLSTR-ERY-TET-CIP
01 PEN-HLSTR-ERY-TET
01 HLSTR-ERY-TET-CIP
03 HLSTR-ERY-TET
38 ERY-TET
04 ERY
31 TET
Table 3
Phenotypic resistance profiles observed among E. faecium isolates from poultry.
Total no. of isolates Phenotypic resistance profiles

03 PEN-HLSTR-CHL-ERY-TET-CIP

07 PEN-HLSTR-ERY-TET-CIP

2 PEN-HLSTR-ERY-TET

01 HLSTR-ERY-TET-CIP

21 ERY-TET

09 ERY

17 TET

Color and morphology characteristics of enterococci colonies on CHROMagar
Orientation allowed for their easy differentiation. Of the 141 bacterial colonies
presumptively identified as enterococci on CHROMagar orientation, all of them were
correctly identified with conventional methods (100%). These results are similar to
those obtained by Merlino et al. (1996), Hengstler et al. (1997) and (Eun Ha Koh, M.D.
and Sunjoo Kim, M.D. 2004).

Among thel4l Enterococcus isolates examinated in this study, E.faecalis and
E.faecium, were the only isolated species found in cecal contents from poultry.
Although E. faecalis was isolated most frequently. This observation is consistent with
some reports, where E. faecalis was reported the most prevalent species Aslam et al.
(2012), (Yildiz and Turkyilmaz 2015), Pillay et al. (2018). However, a study conducted
in Nigeria by Ngbede et al. (2017) showed that E. faecium was the predominant (49%)
species in chicken faeces. A similar result was also observed by Ali et al. (2014) and
Unal et al. (2017), with prevalence of 66% and 33.6%, respectively.

Data on phenotypic antimicrobial resistance revealed that a high number of E.
faecalis and E. faecium isolates were resistant to different classes of antimicrobials,
and E.faecium was more resistant than E.faecalis, this result is similar to this obtained
by Tremblay et al. (2011).

The most antibiotic resistance observed was to Tetracyclines and Macrolides.
These antibiotics are frequently used for treatment and prevention in poultry, being
relatively cheap and effective against a wide variety of microorganisms Persoons et al.
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(2010). Thus, a high rate of resistance recorded to drugs of these antimicrobial classes.
Also, Plasmids and/or conjugative transposons may carry both the tetracycline and
erythromycin resistance determinants and both resistances can be maintained with any
of the agents (Chopra and Roberts, 2001).

We have not isolated any enterococci resistant to high level of Gentamycin,
but we have enregistered 13% of resistance to high level of Streptomycin. It was noted
that 100% of Streptomycin resistant isolates also exhibited resistance to Tetracycline
and Erythromycin. The resistance genes for these antibiotics could be located in the
same genetic structures and the use of one of them might select for resistance to the
others Aarestrup et al. (2000).

The results obtained in this study showed that all the isolated strains were
sensitive to Ampicillin, and few of them had a resistance to Penicillin, although this
resistance has been more frequently detected in isolates of human origin than in those
of animal origin Mannu et al. (2003).

In the present study, none of the strains were resistant to vancomycin. The
resistance to vancomycin is a matter of special concern, because this resistance may be
transferred to more pathogenic microorganisms Pavia et al. (2000). The absence of
vancomycin resistant enterococci suggests that this acquired resistance is still confined
to the hospital environment. The last reported ERG in our country was in 2013 Hamidi
etal. (2013).

Clinically, sensitivity to Gentamycin, Ampicillin and Vancomycin appears to
be favorable, because resistance to these molecules reduces significantly therapeutic
treatments in enterococcal infections Klare et al. (2003). Given that the only
therapeutic choice to treat serious enterococci infections is limited to the combinations
B-lactamines-Aminosides or Glycopeptides-Aminosides.

Resistance to Ciprofloxacin in E .faecium was higher than that enregistered in
E. Faecalis (P<0.001), this result is similar to this obtained by Tremblay et al. (2011).

2% of isolates were resistant to Chloramphenicol in our study. This may be
due to illegal exposes to this molecule, as it is prohibited in breeding, or to the
persistence of previous resistances. All the 141 Enterococci strains were sensitive to
Nitrofurantoin, as this antibiotic is not registered for the use in poultry in Algeria.

CONCLUSIONS
The Use of CHROMagar Orientation enabled a rapid presumptive identification
of enterococci, without additional tests of identification. It appears to be a medium well
suited for the isolation of enterococci, and the antimicrobial resistances detected are to
antibiotics widely used in farms.
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