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Résumé

Les poulets de chair sont des volailles élevés pour leur viande souvent associés a des
infections bactériennes. Au cours de I’augmentation de la résistance de ces bactéries liées aux
infections ; notre étude a pour objet de chercher un alternative au antibiotique.La présente
étude a été effectuée sur 20 échantillons de poulet de chair. Tous les échantillons ont été
dépistés pour Staphylococcus spp, Salmonella spp, Escherichia coli et Enterococcus spp.
L’identification microbiologique et biochimique révéle la présence de tous les germes
recherchés avec une majorité d’Escherichia coli a 85%, et de Staphylococcus aureus a
50%.L’étude de I’activité antibactérienne de I’extrait éthanolique de la spiruline a été testée
contre ces souches bactériennes en utilisant la méthode de diffusion des puits. Staphylococcus
aureus était la plus sensible a I’extrait de Spirulinaplatensisavec des zones d’inhibition allant
jusqu’a 27mm. Tandis qu’Escherichia coli a montré des effets inhibiteurs minimes avec un
diamétre d’inhibition maximal del4mm. Par conséquent, Spirulinaplatensis peut étre utile en
tant qu’un agent antibactérien et dans divers applications et investigations ultérieurs.
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Abstract

Broilers are poultry raised for their meat often associated with bacterial infections.
During the increase in the resistance of these bacteria related to infections; our study aims to
seek an alternative to the antibiotic. The present study was carried out on 20 broiler samples.
All samples were tested for Staphylococcus aureus ,Salmonellaspp,Escherichia coli and
Enterococcus spp. Microbiological and biochemical identification reveals the presence of all
the germs sought with a majority of Escherichia coli at 85%, and Staphylococcus aureus at
50%.The study of the antibacterial activity of the ethanol extract of spirulina was tested
against these bacterial strains using the well diffusion method. Staphylococcus aureus was the
most sensitive to Spirulina platensis extract with inhibition zones of up to 27mm. While
Escherichia coli showed minimal inhibitory effects with a maximum inhibition diameter
ofl4mm. Therefore, Spirulina platensis can be useful as an antibacterial agent and in various
subsequent applications and investigations.
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Introduction

La volaille est le sous-secteur agricole qui connait la croissance la plus rapide, en particulier
dans les pays en développement ; en fournissant une source importante de protéines d’origine
animales (1).Cette évolution a été le résultat de révolution industrielle de la production en
vertu des contributions de diverses études réalisées dans le cadre de sélection ; d'alimentation

; d’habitat, de prophylaxie et de technologie de produit final (2).

Cependant ; cette filiere est affrontée a des défis majeurs ; notamment les maladies
bactériennes qui sont souvent liées a I’accumulation des défaillances dans 1’environnement
du batiment d’élevage (3). Parmi les pathologies le plus fréquentes, on trouve la
salmonellose ; la colibacillose et I’infection staphylococcique. Ces bactéries liées aux
infections  peuvent contaminer les produits avicoles causant des maladies liées a
I'alimentation chez I'homme dans le monde entier.

Dans ce contexte ;la progression de la résistance aux antibiotiques de ces bacteries
comporte un risque significatif envers la santé publique en augmentant les infections aviaires
ainsi alimentaires notant Staphylococcus aureus isolé a partir d'échantillons de viande de
poulet s'est récemment averé résistant a divers antibiotiques tels que la pénicilline, la
méthicilline ,le chloramphénicol et I'érythromycine, ce qui représente un danger important
pour la santé des consommateurs(4).

Afin de contréler ce probleme, I’exploration des cyanobactéries ayant une activité
antimicrobienne a acquis une popularité ces derniéres années. Des souches d’algues bleues
sont capables d’excréter des substances ayant diverses propriétés physiologiques avec un
large éventail d'activités biologiques (5).Spirulina, une microalgue bleu-vert qui offre une
pertinence scientifique pour ces enjeux nutritionnelles et thérapeutiques, du fait de sa richesse
en pigments, protéines, glucides, lipides, vitamines et minéraux(6)

L’objectif de notre étude consiste a examiner ’efficacité d’extrait de la spiruline sur les
souches pathogénes provoquant des infections aviaires et est ce qu’elle peut étre considérée
comme une alternative ? D’abordla premiére partie de ce travail va s’attacher a effectuer une
étude bibliographique sur le poulet de chair, ces différentes infections bactériennes et des
généralités sur la spiruline. La deuxiéme partie présente une étude pratique d’isolement et
d’identification sur les échantillons de poulet de chair avec une analyse de I’efficacité de

I’extrait.
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1. Définition et Systématique du poulet de chair
Le poulet de chair est fréquemment reconnu en tant qu’un des oiseaux domestiques les plus
anciens appartenant a la famille des phasianidés de la sous-espéce Gallus Gallus domesticus.
Sa production assure actuellement plus de 86% des produits carnés d'origine aviaire (7)
La systématique de Gallus Gallus domesticus est démontrée dans le tableau 1.

Tableau 1 : Systematique de Gallus Gallus domesticus (8).

Régne Animal
Sous-régne Meétazoaire
Embranchement Chordes
Sous —embranchement Vertébrés
Classe Oiseaux
Ordre Galliformes
Famille Phasianidés
Genre Gallus
Espéce Gallus gallus

2. Cycle de production du poulet de chair
La production du poulet de chair est structurée en trois phases distinctes :
1.1. Démarrage : Cette étape dure environ 20 jours. Les aliments doivent contenir une

teneur en protéines brutes allant jusqu'a 23 %, ce qui constitue une période importante,

notamment pour le développement osseux (9).
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2.2. Croissance : Elle dure environ 45 jours, c’est la phase de dépot des muscles pendant
laquelle les oiseaux ont acces au parcours (9).

2.3. Finition : C’est a cette période que le gras intramusculaire, qui donnera la flaveur a la
viande se forme (10).

3. Importance alimentaire de la viande du poulet de chair

_ Fournisseur de protéines : Les protéines jouent de nombreux roles dans 1’organisme et
sont donc essentielles a notre santé. Et pour cause, ilscontribuent au processus de
renouvellement des tissus cutanés et osseux, apportent de 1’énergie et favorisent la formation
d’enzymes digestives et autres hormones(11).

_ Faiblement calorique: Le poulet, moins gras que le beeuf, est une viande maigre appréciée.
Effectivement, elle possede peu de lipides, a I'exception de sa peau qui peut étre retirée pour
diminuer l'apport en lipides(11).

_ Riche en vitamines : Avec ses vitamines du groupe B, qui jouent un réle essentiel dans le
métabolisme des lipides, des glucides et des protéines, le poulet a un effet bénefique sur les
systémes nerveux et favorise le bon fonctionnement global du corps humaine et
peut réduire les taux d'homocystéine dans le sang donc bon pour le cceur (11)

Fournisseur d’oligo-éléments : Sont vitaux pour le maintien et le bon fonctionnement du

corps humains (11).
4. Anatomie de la poule
L'appareil digestif de la poule est composé d'un bec, d'une bouche sans dents, d'un

cesophage, d'un jabot, d'un gésier, d'estomacs, d’intestin, d’un cloaque et d’un anus en plus du

foie et pancréas (figures 01 et 02) (12).
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Vesicule biliaire
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Figure 01 : Anatomie interne de la poule(13).
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Figure 02 : Anatomie du tube degestive de la poule (12).

5.Situation de la production de poulets de chair en Algérie

Une concentration relativement significative de pres de 70% se localise dans 13 wilayas
seulement, dont 5 a I'Est du pays (Sétif, Bordj Bou Arreridj, Oum el Bouagui, Mila, Batna), 6
dans la région centre (Béjaia, Tizi-Ouzou, Bouira, Boumerdés, Alger, Blida) et 2 a I'Ouest
(Oran, Tlemcen) (14).

Tizi-Ouzou est la wilaya avec le plus vaste nombre d'élevages de poulets de chair au

niveau national, avec 1229 unités, suivie de Sétif avec 1142 unites (14).
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Sur le plan juridique, le secteur privé est actuellement le plus prépondérant dans I'élevage
du poulet de chair. Cette situation est due a la politique de développement mise en place par
I'Etat depuis vingt ans et qui vise & assurer l'autosuffisance alimentaire en protéines animales.
Notre pays a choisi d'adopter un modele d'¢élevage intensif, qui repose sur la technologie
moderne et une production organisée(15).

L’évolution de cette production est représentée dans la figure 03.
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Figure 03 : Représentation de la variation de la production de la viande de poulets de chair en
Algérie (1980-2003)( (16).
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1. Bacteries couramment présentes chez poulet de chair

Le terme microflore désigne les différentes populations de bactéries dites bénéfiques
présentes naturellement dans I’intestin (17), il peut jouer un réle important dans la physiologie
de son hote tel que le fonctionnement adéquat de 1’organisme, la progressivité de la muqueuse
intestinale, ’assemblage des vitamines, détérioration de certains composés et protection
contre les bactéries potentiellement pathogenes provenant de 1’alimentation.

Le microbiote intestinal indique une variété microbienne trés notable en accord a son
environnement, du niveau de stress et de son régime alimentaire entre 1 et 20 jours (18). Il
existe des microorganismes majeurs présentant des concentrations supérieures a 10°UFC/g
commeles Lactobacilles, d’autres mineures avec (10° a 103UFC/g de contenu) comprenant les
Escherichiacoli, les Entérocoques. Un dernier groupes des résiduelles avec des concentrations

inférieures & 10° UFC/g, comportant Proteus, Clostridium, Staphylococcus (17).

Bactéries positives Bactéries négatives

Lactobacille

Capable de fermenter les

sucres en acide lactique.

Réle : stimulation des

fonctions immunes

Entérocoque

Pathogene  opportunistes
entrainant boiteries,
hétérogeneite, nécroses.
Inhibition de la croissance

de bactéries exogenes et /

Staphylocoque

Infection  opportuniste qui  se
manifeste  surtout au  niveau
locomoteur. Baisse des
performances zootechniques,

Augmentation des saisies danger

ou nocives pour ’'Homme.

Figure 04:Vue d’ensemble des bactéries du microbiote intestinal couplé a leurs réles (19).

D’autres espéces de bactéries potentiellement présentes dans le microbiote intestinal
peuvent provoquer des actions néfastes comme E. coli (Escherichia coli), qui peut étre
potentiellement pathogéne due a de la perturbation de I'équilibre de la flore intestinale sous
l'effet d'une prise d'antibiotiques ou d’un stress, et peut conduire a diverses pathologies

comme des diarrhées, des inflammations ou des infections (17).
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2. Les maladies bactériennes chez les poulets de chair

Habituellement associé a I'accumulation de détériorations dans I'environnement du poulailler

comme I'humidité, une mauvaise désinfection, une mauvaise ventilation.
2.1. Colibacillose

L’infection a E.coli est la plus couramment recensée chez la volaille, elle est due & une

bactérie a Gram négatif de la famille des entérobactéries (20). La voie d’acces principale de
cette souche potentiellement pathogéne est le tractus respiratoire. La manifestation et
I’intensité de cette infection dépend plusieurs a paramétres dont I’dge et la race (21).Le

tableau suivant repesent les symptomes principaux de colibacillose
Le tableau suivant represente les symptomes principaux de colibacillose

Tableau 02 : Symptémes genéraux de la colibacillose (22)

Colibacillose

Age sensible 6 a 10 semaines

Signes cliniques
- Evaluation suraige ;

- Endolorisse et anorexie ;
- Rale, toux, éternuement et jetage ;
- Sinusite et larmoiement ;

- Crete pale et atrophiée.

Principales
si 5 - aérosacculite ;
Iésions a
I’autopsie - peéri hépatite) ;
- péricardite ;
- péritonite ;
- salpingite.
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Figure 05 : Infection colibacillaire de la grappe ovarienne (23).

2.2. Salmonellose

La salmonellose est une maladie contagieuse causée par la bactérie a gram négatif de la
famille des entérobactéries (24). On distingue deux sortes de salmonelle : la typhose pullorose
et paratyphus (25).La mortalitésurvient habituellement au cours du debut de la vie, et une
multiplication accrue dans le sang pouvant induire la mort. Les volailles se contaminent soit a
partir des ovaires, conduits a la production d'ceufs contaminés, ou par des vecteurs inanimés
(tout objet contaminé en contact avec les volailles) ou les insectes et les rongeurs (26). Les
symptomes de cette maladie sont représenté dans le tableau suivant

Tableau 03 : Symptdmes généraux de salmonellose (26).

Salmonellose

Age sensible 1 a 3 semaines

Signes cliniques Chez les jeunes :
- Anorexie et faiblesse ;
- Diarrhée blanchétre ;
- Retard de croissance.
Chez les adultes :
- Anorexie et diarrhée ;
- Déplacement difficile ;
- Plumage ébouriffé ;

Créte pale.
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Principales Iésion a

I’autopsie

Nécropsie (des zones nécrotiques au niveau de certains
organes comme le foie et le cceur) ;
Tumeurs dans la région cardiaque ;
Diminution de la taille des ovaires.

2.3. Infection a staphylocoques

L’infection staphylococcique est une pathologie sanguine fréquente chez les volailles,

due a la bactérie Staphylococcus aureus (27), bactérie a Gram positif, facultativement

anaérobique(28).La contamination de I’environnement et I’hygiéne dans les couvoirs

joueraient un réle important dans 1’épidémiologie de cette infection (29).Pour confirmer

I’infection, il est impératif de trouver des staphylocoques de la majorité des zones touchées

(30).Le tableau suivant repesent les symptdmes principaux d’infection staphylococcique.

Tableau 04:Symptomes généraux de Staphylococcie (27).

Infection staphylococcique

Signes cliniques

Les plumes sont hérissées ;

La peau est blanchatre ;

Asthénie générale ;

Autres manifestations de I’arbre réspiratoire et des articulations

pouvant se terminer par la mort.

Principales lésions a

I’autopsie

présentant un écoulement jaunatre crémeux sac vitellin;
inflammation de I’ombilique ;
gonflement des articulations ;

inflammation nécrotique de lapeau ;

gonflement et exudation des membres.
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2.4. Infection a entérocoque

Enterococcus est une bactérie lactique anaérobie facultative, immobile & gram positif (31)
commensale de la flore intestinale (32), pourrait étre le déclencheur des troubles du systéeme
locomoteur chez le poulet de chair et les reproducteurs de poulet de chair (33)

En élevage, les pathologies engendrées par les entérocoques entrainent des cas de
septicémie ou de déshydratation liée a I’immobilité chez les animaux atteints .Cela entraine
une augmentation de la mortalité et I’hétérogénéité des lots concernés,voire de la saisie a
l'abattoir (34). Les principaux symptomes de cette infection sont résumés dans le tableau
suivant

Tableau 05:Symptomes généraux d’entérocoque (35) (36)

Entérocoque

Age sensible 7 a 14 jours

Signes cliniques
- Boiteries évoluant vers une paralysie ;
- Troubles du systéme nerveux central ;
- Hypertension artérielle pulmonaire ;

- Retard de croissance.

Principales lésions
a ’autopsie - Inflammations de plusieurs zones ; péricarde, articulations, os (vertébres

et os longs).

Figure 06 : Nécrose du poulet due aEnterococcus(37).
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1. Généralités sur la spiruline
1.1. Définition

La spiruline ou algue a été répertoriée comme une cyanobactérie en 1974 et comme
faisant partie de groupe des cyanophycées ou algues bleues de type procaryote. Ces
cyanobactéries appartiennent a 'une des plus ancienne formes sur terre et disposent des
capacités de production d’oxygeéne et de photosynthése grace a trois pigments : la
phycocyanine, la chlorophylle et caroténoides (38).

Elle dispose d’une paroi cellulaire dépourvu de cellulose, et capable de photosynthése,

elle contient de la chlorophylle (végétal)et la capacité d’échange de I’information génétique
(bactéries) (38).

Figure 07:Aspect microscopique de la spiruline (39).

1.2. Taxonomie

Elle a été initialement considérée comme une algue, une dénomination finale en tant que
cyanobactérie a été adoptée et acceptée par la suite pour figurer dans le «Bergey’sManuel of

DeterminativeBacteriology» (6) (Bergey’s Manuel 1994)
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Regne : Monera

Sous Regne : Procaryotes

Embranchement : Cyanophyta

Classe :Cyanophyceae

Ordre :Nostocales (ou Oscillatoriales)

Famille : Oscillatoriaceae

Genre : Oscillatoria

Sous genre : Spirulina ou Arthrospira

Figure 08 : Taxonomie de Spirulina(40).

1.3.Répartition géographique
La spiruline se développe préférentiellement dans des eaux chaudes, alcalines et riches
en nutriments azotés et phosphorés (40) Elle s’observe plus communément dans les eaux
saumatres, ainsi que dans les lacs salins des régions tropicales et semi tropicales (6). On la
retrouve ainsi dans en Afrique (Algérie, Tchad), en Amérique latine (Pérou, Mexique), et en
Asie du sud (Inde, Chine). (41).
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Figure 09:Répartition géographique de la spiruline (41).
1.4. Composition de la spiruline
La composition de la spiruline varie en fonction des conditions de culture, la période de
récolte et l'origine géographique. Elle est aussi affectée par les processus de récolte, de
séchage, de broyage, d’emballage et méme par le taux d'ensoleillement (42).La spiruline
comprend dans sa composition entre 60 et 70% de protéines, 15% de glucides, 6% de lipides,
7% de minéraux et de 3 a 6% d’eau (43).

Protéines Glucides
65% 15%

Lipides
6%

Minéraux

7%
Fibres

Eau 2%
5%

Figure 10 : Composition chimique de la spiruline (44).
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1.4.1. Les protéines

En termes de qualité, la protéine spiruline est compléte (contient tous les acides aminés
essentiels) (45) (46), dont deux speécifiqgues a quelques protéines (la pyrolysineet la
sélénocystéine). Elles sont quasiment bio-assimilables, ce qui signifie que le corps peut les
utiliser presque entiérement (39). La teneur en protéines de la spiruline est élevée avec des
variations de 10 a 15% selon le moment de la récolte, et est proportionnelle & la luminosité
(6). Une étude comparative de la teneur en protéines représentée dans la (figure 11) montre la

richesse de la spiruline par rapport d’autres aliments.

% du peids sec
10

§0
50

40

K

’ i

0 l.

0 =il

SPIRULINE  SOIA VIANDE  POISSON  OEUF LAIT

Figure 11 : Comparatif de la teneur en protéines dans différents aliments (47)
1.4.2. Les glucides

Les glucides contribuent a hauteur de 15 a 25% de la composition de la spiruline, ce qui
se traduit par un apport estimé entre 0,75 a 1,25 grammes de glucides par portion de 5
grammes de spiruline (48).Majoritairement fournis sous forme de glycogéne, favorisant ainsi

une conversion rapide de la spiruline en énergie par I’organisme (43)(44)

1.4.3. Les lipides

La composition en lipides totaux se distingue par un équilibre favorable entre acides gras
saturés et acides gras polyinsaturés de la série oméga 6(6).Certains de ces lipides peuvent
potentiellement exhiber des propriétés anti-inflammatoires et antimicrobiennes (49).

1.4.4. Les minéraux et oligo-éléments
Les métaux ferreux comme le fer, le zinc, le magnésium, le calcium, le phosphoreet le
potassium sont les minéraux et oligo-éléments les plus importants présents dans la spiruline

(43).Concernant le fer, il est 2 a 3 fois mieux assimilé que celui des légumes ou de la viande.

(6).
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Tableau 06 : Minéraux et oligo-éléments contenus dans la spiruline (50).

Elément Quialités (mg/kg de biomasse séche)
Cr 11.3a14.2

Fe 900 a 1176

Zn 554 a 592

Mn 212375

Ca 4320

Cl 4890

K 9000

Mg 670 a 2700

Na 4500 a 235000
P 6700 a 9000

1.4.5. Les vitamines

La spiruline est une algue vitamineée, elle est la deuxieme source de vitamine B1 derriére la

levure de biere, elle contient une concentration relativement elevée de provitamine A,

vitamine B 12 et R-carotene qui représente 40% a 80 % des caroténoides(51).

La composition en vitamines de cette riche algue est représenté dans le tableau suivant

Tableau 07 : Composition de la spiruline en vitamines (52).

Vitamine Moyenne (mg/kg) vitamine Moyenne (mg/kg)
Biotine 0.4 Tocophérol 190

Cyan cobalamine B12 0.4 R-caroténe pro-A 1700

Inositol B6 350 Acide ascorbique 90

Pyridoxine B6 3 Acide folique 0.5

Riboflavine B2 40 Acide nicotinique (PP) (B3) | 118

Thianine B1 55 o-ca-pantothénate 11

1.4.6. Enzymes

La spiruline renferme une grande quantité de SOD (superoxyde dismutase) (entre 1000 et

4000 Ul/g), une enzyme antioxydant puissante qui joue un réle essentiel dans le systeme

endogene de lutte contre le stress oxydatif. La SOD est extrémement bio-disponible grace a la

membrane de la spiruline qui ne contient pas de cellulose(41).

16




CHAPITRE 11l : Laspiruline

1.4.7. Les pigments

La composition pigmentaire de la spiruline varie d’une culture a I’autre. La spiruline
contient de nombreux pigments : la chlorophylle (pigment vert), les caroténoides (pigments

jaune-orange) et la phycocyanine (pigment bleu)(53).

1.4.8. Les composés bioactifs
1.4.8.1. Les poly phénols
Les composés phénoliques sont des métabolites secondaires produits par les plantes, les
micros algues et les macroalgues. Ils sont souvent synthétisés pour protéger contre les
rayons UV et les agents pathogeénes (54).
1.4.8.2. Acides phénols simples
Les acides phenoliques naturels ont deux charpentes carbonées distinctes, qui existent
uniquement sous forme d'acides hydrox benzoique et hydrox cinnamique, sous forme
conjuguée ou libre (55).
1.4.8.3. Flavonoides
Les flavonoides ont un squelette de base de 15 atomes de carbone, constitué de deux cycles
phényle, les cycles A et B, reliés par une chaine a trois carbones (structure C6-C3-C6)(56).1ls
sont connus pour contenir un large éventail d’activités chimique et biologique (57) (58)
(59)(60)(61) .
1.4.8.4. Tanins
Les tannins sont des composes phénoliques solubles dans 1’eau, avec en outre les
propriétés habituelles des phénols, a savoir la capacité de précipiter les alcaloides, la gélatine
et autres protéines. Ils ont de grandes capacités antioxydants dues a leur noyau phénol. (62)
(61).

2. Activités biologiques de la spiruline

En plus de sa valeur nutritive élevée, la spiruline présente de nombreuses activités
biologiques telles que [lactivit¢é antioxydant, anti-inflammatoire, anticancéreuse,
antimicrobienne, antidiabétique et obésité et anti-toxicité (63).
2.1. Activité antibactérienne

Les extraits aqueux de spiruline présentent une activité antibactérienne soutenue par
les ingrédients actifs, composés phénoliques, flavonoides, stéroides et terpenes présents dans
la culture de spiruline. Leur quantité dans un échantillon varie en fonction de la méthode de

culture et d'extraction. Plusieurs études ont montré que la spiruline a la capacité d'inhiber les
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bactéries Gram-négatives et Gram-positives. Bacillus subtilis et Staphylococcus aureus sont
principalement inhibés, tandis que les bactéries Gram-négatives sont inhibées dans une
moindre mesure(64)
2.2. Activité antioxydante

Certains vitamines et minéraux, la phycocyanine, la béta-caroténe, les poly phénols et la
super oxyde dismutase sont les principaux extraits qui seraient liées a ce type d’activité, et

réduisent d’une maniére considérable 1’effet oxydatif (6).
2.3. Activité antivirale

La présence de béta caroténe et de cobalamine et d’autres vitamines du groupe B dans la
spiruline pourrait contribuer efficacement pour combattre les particules virales par divers

mécanismes incluant des polysaccharides de surface (65).

2.4. Activité anti-inflammatoire

Une activité anti-inflammatoire et stimulatrice du systéme immunitaire est attribuée a la
composition en protéines et omega3 précurseur des prostaglandines ayant un grand interet
biologique (40) (6).

3. Autres applications
3.1. Alimentation humaine
De part sa bonne assimilabilité et sa composition variées, la spiruline peut avoir
plusieurs apports ; le traitement de la malnutrition et des carences chez les bébés, enfants et
adolescents, permet aussi une bonne mise en forme chez les personnes faisant des efforts,
considérée comme une bonne source d’acide folique et cobalamine donc recommandée

pendant la grossesse, et précedant le part (66)(67) (68).

3.2. Alimentation animale

La spiruline aurait un effet sur le systéme immunitaire le I’animal lui permettant de
mieux se défendre contre les affections, et contribue a une meilleure forme de I’animal, que ce

soit ceux de compagnie ou de rente (69).
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3.3. Cosmétique

Au vu de sa composition naturelle, la spiruline en application externe favorise la pousse
des cheveux. Elle est d'ailleurs retrouvée dans la composition de certains shampooings et

certains traitements (70).

Des cures de quatre semaines peuvent étre nécessaires. Utilisée en créeme pour le visage,
les propriétés antioxydants de la spiruline permettent de rendre la peau plus tonique, en
détoxifiant la peau du visage et en limitant le vieillissement cutané. Elle

contribuerait également & la bonne santé des ongles, favorisant la synthése de kératine (71).

La spiruline, riche en béta-caroténe, peut s'avérer utile pour préparer la peau au soleil.
Certaines etudes, réalisées sur des souris atteintes de  tumeurs induites par les
UVB, montrent que la spiruline a un effet protecteur contre les rayonnements de ces rayons

UVB ainsi que contre l'induction et le developpement de ces soi-disant tumeurs (72).
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Problématique et objectif
L’objectif de notre étude consiste a examiner I’efficacité de I’extrait de la spiruline et

dans quelle mesure il peut étre utilise comme une alternative antibactérienne au cours de

I’augmentation de la résistance des antibiotiques.

Ce travail a été réalisé dans deux lieux : le laboratoire de microbiologie de la Faculté des
Sciences de la Nature et de la Vie de I'université d’AKLI MOHANED OULHADIJ et le
laboratoire de microbiologie de policlinique HADYOCH SALEH, Ain bessem, a partir du
06/02/2024 au 15/03/2024.

Les buts de ce travail ont été :

- Isoler et identifier des souches potentiellement pathogénes a partir de poulets de chair.
- Obtenir un extrait de la spiruline.
- Appliquer 'extrait éthanoique de la spiruline sur les souches isolées et déterminer son

activité antibactérienne.
1. Matérielet méthodes

1.1. Matériel

1.1.1. Matériels de prélévement et d’analyse

Le tableau 09 regroupe le matériel utilise au cours des manipulations.

Tableau 09 : Liste du matériel non biologique utilisé

Matériels de prélévements Matériels d’analyse
- Ecouvillons - Tubes a essais / Portoir;
- Pots en plastique stériles - Boites de pétri / Boites de pétrien verre ;

- Balance / mortier / Entonnoir /Autoclave / bec bunsen ;

- Etuve / Etuve ventilée /Bain marie /Microscope optique ;
- Plaque chauffante agitatrice ;

- Becher / Erlenmeyers de 1L / Eprouvettes dell ;

- Spatule / Pipettes pasteurs / micropipettes ;

- Eppendorf /Cdnes de pipette/ gants.
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1.1.2. Les réactifs et les milieux de culture

e FEthanol;

e Solution de fuchsine ; Solution de lugol ;Violet de gentiane ;
e Peroxyde d’hydrogene (H202) ;

e Solution saline ;

e Huile a immersion ;

e Milieu BHIB ;

e Milieu BEA ;

e Milieu Muller Hinton ;

e Milieu Chapman ;

e Milieu BCP;

e Milieu MacConkey ;

e Milieu Hektoen ;

o Gélose nutritive ;

e Bouillon nutritif ;

e Eau péptonée tamponnée ;

e Galerie AP120 ;

e Réactif de kovacs ; réactif de vogesproskauer (VP1 / VP2) ; réactif de TDA.

1.1. 3. Matériel biologique

Echantillon

= Les sachets de 100g de spiruline « Spirulina platensis » ont été achetés aupres de la ferme
d'ALKIRAM, BISKRA.

Figure 12 : Paquet de spiruline.
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= 20 échantillons issus de poulets de chairs ont été collectés de maniére aléatoire, chez 02
vétérinaires de la région d’AIN BESSEM.

1.2. Méthodes
1.2.1. Echantillonnage

En respectant les régles d’asepsie pour éviter toute contamination, les prélévements des
poulets de chair sont éte effectués au niveau du laboratoire vétérinaire et transportés
immédiatement vers le laboratoire d’analyses dans des pots en plastique stériles. En tout, les
prélévements ont été constitués de : 20 échantillons des fientes, 20 de foies, 20 d’intestins et
20 de viandes. Certains préléevements ont été effectués par écouvillonnage sur la zone cloacale

et mis dans du bouillon nutritif pendant 24h & 37°C.

1.2.2. Isolement des souches

1) La recherche d’Escherichia .coli

L’isolement de la souche est réalisé selon le protocole préconisé par LIVERLLI (73).Avant
les étapes bactériologiques, la paillasse est désinfectée et le bec bunsen est allumé.
Ig de fiente a été ajoutée a I’aide d’une pince stérile a un tube contenant 9 ml d’eau
physiologique stérile. La solution a été bien homogénéisée pour ensuite effectuer des dilutions
décimales.

Avec une pince stérile; 1g d’intestin a été ajoutée a un tube contenant 9 ml d’eau
physiologique stérile ; le mélange a été bien homogénéisée.

Par la suite, on a préparé 4 tubes contenant 9 ml d’eau physiologique stérile pour chaque

échantillon pour les dilutions 1071 ;1072; 1073 ; 10~* respectivement.

Figure 13 : Préparation de solution mére d’échantillon de fiente et d’intestin.

Préparation des dilutions
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On a transféré aseptiquement 1 ml de la solution mére a l'aide d'une pipette stérile dans
9ml de diluant pour obtenir une dilution au 1/10. Puis, & partir de cette derniére on
aprélevélml avec une nouvelle pipette stérile dans un autre tube de diluant, afin d’avoir une

dilution au 1/100. Ces étapes sont répétées jusqu’a obtenir une dilution de 10~*(Figure 14).

Figure 14 : Préparation des dilutions.

Mise en culture
50 ul de la suspension préparée a été déposée sur des boites de pétri contenant différents
milieux de culture (gélose nutritive, milieu BCP ; milieu mac conkey). Avec un rateau

constitué a l’aide d’une pipette Pasteur stérile, la goutte a été étalée. Les boites ont été

incubées a 37 ¢ pendant 24 h (Figure 15).

\5;; i"‘, = -

Figure 15 : Ensemencement par étalement.

Puis une purification des souches obtenues est réalisée par un repiquage sur le méme
milieu que celui du premier ensemencement.
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- L’incubation est faite a 37¢ pendant 24 h.
2) Recherche des salmonelles
Pré enrichissement
Le foie prélevé a été fragmenté en petit morceaux a 1’aide d’une pince et de ciseaux
stériles. Ces morceaux ont été introduits dans des tubes contenant 9ml d’eau peptonée et
incubés a 37¢ pendant 24 h.

Figure 16 : Echantillons de foie
Enrichissement sélectif
1ml de chaque tube pré-enrichi a été transféré dans des tubes de sélénite cystéine et

homogénéisé puis incubé a 37 ¢ pendant 24 h.

Figure 17 : Enrichissement sélectifau sélénite cystéine

Isolement
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L’isolement est effectué par la technique d’épuisement ; une goutte de mélange enrichi
est ensemencée a I’aide de I’anse de platine stérile sur milieu Hektoen. Les boites ont été
incubées a 37 ¢ pendant 24 h.

Purification

Les colonies vertes avec ou sans centre noire (des colonies caractéristiques culturelle des
salmonelles) ont été purifiées sur milieu Hektoen a I’aide d’une anse stérile pour 1’obtention

de cultures pures.
3) Recherche de staphylocoque

Sur une palliasse désinfectée et devant le bec, 1g de chaque échantillon de foie et la partie
pectorale ont été déposés dans des sacs de stomacher stériles contenant 9ml d’eau
physiologique. Les deux échantillons ont été broyés et homogénéiseés.

Figure 18 : Echantillons de foie et des parties pectorales broyés

Des dilutions ont été effectuées par la méme méthode précédemment décrite.

Les échantillons ont ét¢ ensemencés par méthode d’étalement par un rateau stérile sur le

milieu sélectif, Chapman. Les boites ont été incubées a 37¢ pendant 24 h.

4) Recherche des entérocoques
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A Tl’aide de méthode d’écouvillonnage au niveau du sphincter anal, 1’écouvillon est
introduit suivi de mouvement de rotation, par la suite cet écouvillon est mis immédiatement
dans le bouillon nutritif avec une concentration de 6.5% de Na Cl, qui favorise le
développement des entérocoques. Une incubation a été réalisée a une température de 45¢
pendant 24 h.

Les tubes enrichis ont été ensemencés sur les boites contenant le milieu sélectif BEA
contenant I’azoture de sodium et la bile de beeuf qui inhibe les bactéries a gram négatif par la

méthode des stries. Les boites ont été incubées a 37 ¢ pendant 24h.
Purification
Sur le méme milieu BEA, une purification est réalisée a partir des boites représentant des
résultats positifs jusqu’a 1’obtention de souches pures.
1.2.3. Identification des souches

1. Test de catalase
L’enzyme catalase sert a neutraliser les effets bactéricides du peroxyde d’hydrogene. La

catalase accélére la décomposition du peroxyde d’hydrogéne (H202) en eau et oxygene.

A T’aide d’une pipette pasteur stérile et devant le bec, la culture a été¢ déposée sur une lame
propre contenant une goutte de H.O> .Une réaction positive se traduit par le dégagement de
bulles de gaz (oxygene)(74).

2. Test oxydase

Test oxydase est un test fondamental pour I’identification des bacilles gram négatif, le
test est basé sur la production bactérienne d’une enzyme oxydase intracellulaire, et mettre en
évidence la capacité de bactérie a oxyder la forme réduite incolore de N-méthyle de

paraphényléne diamine, en leur forme oxydée semi-quinone rose violacées.

Sur un disque d’oxydase imprégné d’une goutte d’eau distillée stérile, on dépose une

colonie pure, I’oxydase positive manifeste par coloration violette au bout de 30 secondes (75).

3. Coloration de Gram

Principe
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Il s'agit d'une technique de coloration qui met en lumiére la structure de la paroi
bactérienne, permettant ainsi de distinguer deux groupes de bactéries. Les bactéries & Gram
positif conservent la coloration violette du violet de gentiane, tandis que les bactéries a Gram
négatif peuvent étre décolorées par l'alcool avant d'étre colorées en rose avec la fuchsine.(76).

Méthode

Une colonie a été ajoutée et étalée sur une lame en effectuant la fixation d'un frottis fixé

avec une goutte d'eau distillée a l'aide d'une anse stérile, puis fixée par chaleur.

Coloration par le cristal violet, agir pendant 1min, puis rincer a I’eau distillée ;

Coloration par lugol, laissez agir pendant 1min, puis rincer a I’eau distillée ;

Décoloration rapide par I’alcool, laissez agir pendant 15s, rincer avec 1’eau distillée ;
Recoloration a la fuschine, laissez agir pendant 1min, rincer doucement a 1’eau distillée.
Séchage suivi par I’ajout d’une goutte d’huile a immersion et faire 1’observation sur
microscope optique grossissement X100.

4. Galerie biochimique (AP 120)

Le systeme API 20 est une version réduite des tests biochimiques traditionnels utilisés
pour identifier les Enterobacteriaceae. Il comprend 23 tests biochimiques, des microtubes
contenant des substrats déshydratés, qui sont mis en solution par I'ajout d'une suspension de la
bactérie a identifier. Une période d'incubation de 24 heures a 37°C permet a la bactérie de

réagir avec les substrats.

Préparation de ’inoculum
On a utilisé des colonies jeunes (24 h d’incubation) isolées et pures. A l'aide d’une anse de

platine stérile on a déposé ces colonies pures dans un tube contenant 5 ml d'eau physiologique
stérile.

On a réparti 5 ml d’eau distillé stérile dans les alvéoles de la galerie pour garantir une
atmosphere humide. Par la suite la galerie est déposée dans une boite.

Les cupules ont été remplié par la suspension bactérienne pour les tests CIT ; VP ;
GEL et pour les tests ADH ; LCD ; ODC ; H2S et le URE recouvert par I’huile de paraffine
qui assure |’anaérobiose. Les autres tests ne nécessitent pas de remplir les cupules

complétement (Figure 19).La galerie est incubée a 37¢ pendant 24h.
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/
!

[ Uit o

Figure 19:Galerie biochimique des souches isolées.

Les réactions sont traduites par une variation spontanée des couleurs suite a ’addition
ou non des réactifs. La révélation des tests TDA ; INDet le VP est faite par TDA;
KOVACS ; VP1 et VP2 respectivement. Ce changement est identifi¢ a 1’aide d’un code de 7
chiffres obtenue par la fiche remplie avec les résultats aprés la lecture qui se fait grace a
logiciel APl WEB.

5. Identification des entérocoques
Cette identification est basée sur 2 tests nécessitant 1’utilisation de bouillon BHIB.

- Premiérement, dans un tube contenant 9 ml de bouillon BHIB, on a introduit une colonie

pure. Ce tube est chauffé au bain marie a 60°C pendant30 min.

- Ensuite une colonie de la méme souche est introduite dans un deuxiéme tube contenant le

BHIB avec une concentration de 6.5% de Na ClI.
- Suivies d’une incubation des tubes a I’étuve pendant 24 h a une température de 45 c°.
Une réaction positive se traduit par la présence de trouble au niveau des 2 tubes.
6. Détermination de ’antibiorésistance des souches isolées

Les souches ont été testées pour leur sensibilité aux agents antibactériens en utilisant la
méthode de diffusion sur gélose Muller Hinton. L'inoculum est préparé a partir d'une culture
pure ou des colonies bien isolées et identiques sont prélevées a l'aide d'une anse de platine,

puis déposées dans 5 ml d'eau physiologique stérile.
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Sur des boites contenant le milieu Muller Hinton ; I’inoculum est ensemencé par

méthode d’écouvillonnage avec des stries serrées. Différents disques d’antibiotiques ont été

déposés avec une pince stérile. Les antibiotiques testés sont mentionnés dans le tableau 10.

Tableau 10 : Les antibiotiques utilisés et leur charge spécifique.

Antibiotique Charge de disque | Famille
Amoxicilline AMC 30 Béta lactamines
Gentamicine CN120 Aminosides
Nitrofurantoin F300 Nitrofuranes
Amikacin AK30 Aminosides
Triméthoprimesulphametho-xazole SXT 25 Sulfamides
Sulfamides COT25 sulfamides

1.2.4. Extraction des composeés bioactifs par macération

La macération est une technique qui implique de laisser reposer la spiruline dans un

solvant aqueux afin d'extraire les composes bioactifs essentiels. Différents solvants peuvent

étre utilisé tel que le méthanol, I’éthanol et I’acétone:

- A l’aide d’un mortier, les paillettes de la spiruline ont été écrasées pour 1’obtention

d’une poudre (figure 20).

- Onaensuite pesé 10 g de la poudre obtenue ;

- Puis on a ajouté 100 ml de solvant constitu¢ de 60 ml éthanol + 40 ml de I’eau distill¢ ;

- Le mélange est laissé dans 1’obscurité a température ambiante pendant 24h ;

Figure 20 : Préparation de la poudre

- Le mélange a été filtré avec du papier wattman n°1 ;

- L’opération a été répétée trois fois pour récupérer le maximum des composés ;
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- Les macéras des 3 jours ont été récolté dans un seul récipient ;
- L’extrait obtenu est concentré sous vide a 45°C par rota vapeur jusqu'a
I’évaporation (Figure 21);
L’extrait sec obtenu a été séché a I’aide d’une étuve ventilée pendant 6h ;

- La conservation a été faite dans 1’obscurité a une température de 4c°.

Figure 21:Processus de filtration et évaporation de I’extrait
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10 g de la spiruline +100ml

(Ethanol 60ml /eau 40ml) x 3

Broyage 1

Séjourner a température ambiante

pendant 24 h a I’obscurité

Filtration

récipient

Evaporation I

Evaporation par rota vapeur et
récupération de I’extrait sec

[Récupération du filtrat dans un]

Séchage

Séchage par étuve ventilée

Conservation 1

Conservation a 4¢° a ’obscurité ﬂ

Figure 22:Schéma genéral de protocole de macération.
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> Calcule de rendement

Le taux d'extraction représente la proportion du composé actif dissous dans le solvant
organique employé pour I'extraction. Il est calculé en se basant sur le poids de I'extrait sec par
rapport au poids de la matiére végétale seche transformée en poudre et utilisée pour
I'extraction (77).

R% = (masse d’extrait sec en g /la masse de la matiére végétale) X 100

1.2.5. Détermination de ’activité antibactérienne d’extrait sec

1) Les microorganismes testés
Les micro-organismesisolés du poulet de chair ; Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Enterococcus spp et Salmonella spp ont été ensemencé par écouvillonnage d’une
suspension bactérienne de 108 UFC/ml sur les boites contenant de la gélose Muller Hinton.
2) Préparation de I’extrait de la spiruline
0,70 g de ’extrait obtenu a été mélangé avec 1 ml diméthylsulfoxyde (DMSO).
3) La méthode de diffusion des puits
Cette technique a été développée par COOPER et WOODMAN en 1946, puis adoptée
par SHRODER et MESSING en 1949. Elle permet d'évaluer la diffusion radiale d'un extrait a
partir d'un puits en créant une zone d'inhibition claire et facilement mesurable a la surface de
la gélose préalablement ensemencée avec la suspension bactérienne. Le principe consiste a
découper un cylindre vertical dans la gélose et a y ajouter une solution d'extrait de
concentration connue(78).

- Dans des conditions aseptiques et a I’aide d’une pipette pasteur stérile ; des puits
de 6 mm ont été réalisé sur la gélose Muller Hinton préalablement ensemencée
par la suspension bactérienne.

- 50 pl du mélange « extrait de spiruline-DMSO » ont été versé dans chaque puitet
laissé reposer sur la paillasse pendant 30 minutes pour une meilleure diffusion.

- Les boites ont ensuite été incubées a 37c® pendant 24h.

L’activité antibactérienne de 1’extrait de spiruline testé est déterminée par la mesure des
diametres des zones d’inhibition obtenues au contact et autour des puits. Puis, comparés aux

valeurs de référence afin d’évaluer I’effet de notre extrait (79).
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2. Résultats et discussion

2.1.1. Résultats d’isolement des souches

A partir des 20 échantillons; on a isolé 17 Escherichia coli; 10 souches de

Staphylococcusaureus ; 8 sur 20 d’Enterococcus spp et 3 sur 20 de Salmonella spp.

1) Escherichiacoli
Apres incubation a 37c°® pendant 24h une observation macroscopique est réalisée. Sur
milieu BCP, les colonies ciblées sont celles qui ont une couleur jaune, ce qui représente une
acidification du milieu par fermentation du lactose. Cette dégradation du lactose correspond a
une croissance de colonies arrondies, lisses a bords réguliers sur milieu GN, et a des colonies
roses bombées ; rondes ; lisses et séches sur milieu Macconkey.
Pendant la recherche des Salmonella spp dans le foie ; certaines boites du milieu Hektoen

présentaient des colonies rose saumon qui suggere la présence d’Escherichia. Coli.

Figure 23:Escherichia coli sur milieu GN et BCP
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Figure 25 : Escherichia coli sur milieu Hektoen.

2) Recherche des salmonelles

Apres enrichissement et incubation pendant 24 h a 37¢® une observation macroscopique est
réalisée. Cette observation est caractérisée par 1’apparition de colonies vertes a centre noir
causé par la production de H»S sur milieu HEKTOEN. Cela indique la présence potentielle

des salmonelles.
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Figure 26 : Colonies des salmonelles sur milieu Hektoen.

Au cours de la recherche des Escherichia coli sur Mac Conkey ; des colonies incolorées

sont apparues ; on les a suspecté d’étre des Salmonella spp

Figure 27 : Colonies des salmonelles sur milieu Mac conkey
3) Recherche des staphylocoques

Aprés incubation a 37c¢® pendant 24h une observation macroscopique est réalisée. On a
constaté la présence de colonies jaunes ; lisses ; luisantes et pigmentées sur milieu Chapman
entourées d’une auréole jaune due a la fermentation du mannitol. Sur certaines boites des

colonies blanches ont été observées ce qui indique l'absence de fermentation du mannitol. Ces

résultats expriment la présence probable des staphylocoques.
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Figure 28 : Colonies de staphylocoques sur milieu Chapman.
4) Recherche des entérocoques

Aprés enrichissement et incubation a 37¢® pendant 24 h ; une observation macroscopigue
est réalisée. Une coloration brune a noire du milieu BEA par I’hydrolyse de l'esculine a été
observée; ce qui suggere une présence potentielle des colonies appartenant au genre

Enterococcus.
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Figure 29 : Colonies d’entérocoques sur milieu BEA.

Les résultats obtenus apres isolement indiquent que le poulet de chair constitue un
réservoir d’agents potentiellement pathogénes capables de produire des toxines. Dans notre
étude I’espéce bactérien le plus fréquent trouvé dans les échantillons était Escherichia coli a
85%, suivie de Staphylococus aureus a 50%, Enterococcus spp a 40% et Salmonella spp a
15%.Certaines boites indiquent la présence de bactéries du genre Proteus mais I’identification

n’a pas été poursuivie et donc les colonies suspectées n’ont pas été prises en compte.

2.1.2. Résultats des tests d’identification biochimiques

1) Test catalase, oxydase et Coloration de Gram

Les résultats du test de la catalase ; d’oxydase et de la coloration de Gram sont représentés

dans le tableau 11.

Tableau 11 : Résumé des résultats des tests d’identification

Bactéries Catalase Oxydase gram

Escherichia coli Positif Négatif Gram négatif
Salmonella spp Positif Négatif Gram négatif
Staphylococusspp Positif Négatif Gram positif
Enterococcusspp Négatif Négatif Gram positif

2) Reésultats de galerie biochimique
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La galerie API 20 E nous a permis de compléter I’identification d’especes isolées. Les

résultats sont représentés dans les tableaux et les figures suivants :

Tableau 12 : Résultats de galerie biochimique d’Escherichiacoli .

Figure 30 : Galerie API 20 d’Escherichiacoli aprés 24 d’incubation.

Tableau 13 : Résultats de galerie biochimique de Salmonella spp.

Figure 31 : Galerie APl 20 de Salmonella spp aprés 24 d’incubation.

Tableau 14 : Résultats de la galerie biochimique de Staphylococcus aureus.
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ADH |LDC |ODC |[CIT H2S URE |TDA |IND |VP
- - - - - + - - -
GLU MAN | INO SOR RHA SAC MEL AMY | ARA
- + - - - - - - -
Figure 32 : Galerie API 20 de Staphylococcus spp aprés 24 d’incubation.
Tableau 15 : Résultats de la galerie biochimique d’Enterococcus spp.
LDC |ODC |CIT H2S URE |TDA |IND |VP
+ + - - - - - +
MAN | INO SOR RHA | SAC MEL | AMY | ARA
+ + - + + + - +

Figure 33 : Galerie APl 20 d’Enterococcus sppaprées 24 d’incubation.

3) Résultats d’indentification spécifique des entérocoques

Aprés incubation pendant 24h a 45c° ; une observation macroscopique est effectuée pour
les tubes de BHIB. Cette observation indique un trouble dans les deux tubes avec et sans Na

Cl ; donc on conclue que la souche testé fait partie du genre Enterococcus.

4) Résultats des antibiogrammes
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La sensibilité des espéces isolées a été étudiée conformément aux recommandations de
I’EUCAST (EuropeanCommittee on AntimicrobialSusceptibilityTesting 2020) (ANNEXE 2)
en appliquant la méthode de diffusion des disques vis-cis de 6 antibiotiques sur une bactérie de
chaque genre isolé , les résultats sont représentés dans les figures (34,35 ,36,37) et les tableau
(16,17,18,19)

Figure 34 : Résultats d’antibiogramme d’Escherichia coli.

Les résultats de I’activité antibactérienne d’Escherichia coli pour chaque antibiotique

sont représentés dans le tableau suivant

Tableau 16 : Résultats d’antibiogramme d’Escherichia coli.

Famille Antibiotique Abréviation | Résistante Intermédiaire | Sensible
bétalactamine | Amoxicillin AMC 30 X
aminosides Gentamicine CN120 X
Amikacin AK30 X
sulfamide Sulfamide COT25 X
Trimethoprim- SXT25 X
sulphometho-
xazole
nitrofurane Nitrofurantoin F300 X
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D’apres les résultats obtenus ; Escherichia coli montre une forte résistante a la famille des
sulfamides. La sensibilité de cette souche est forte vis-vis des aminosides (gentamicine et
Amikacin) car ces derniers ne sont pas utilisés dans I’élevage agricole alors le taux de
résistance est trés faible(80).Escherichia coli présente également une sensibilité a la famille

des nitrofurane.

Figure 35 : Résultats d’antibiogramme de Salmonella spp.

Les résultats de I’activité antibactérienne Salmonella spp pour chaque antibiotique sont

représentes dans le tableau suivant

Tableau 17 : Résultats d’antibiogramme de Salmonella spp.

Famille Antibiotique abréviation résistante intermédiaire | sensible
bétalactamine | Amoxicillin AMC 30 X
Aminosides Gentamicine CN120 X
Amikacin AK30 X
sulfamide Trimethoprim- SXT25 X
sulphometho-
xazole
nitrofurane Nitrofurantoin F300 X
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Salmonella spp présente une forte résistance a la famille des bétalactamines ; des
sulfamides et des nitrofuranes. Néanmoins, elle est sensible aux aminosides a cause de leur

action inhibitrice de la synthése des protéines(80).

Figure 36 : Résultats d’antibiogramme de Staphylococcus aureus.

Les résultats de 1’activité antibactérienne Staphylococcus aureus pour chaque antibiotique

sont représentés dans le tableau suivant

Tableau 18 : Résultats d’antibiogramme de Staphylococcus aureus.

Famille Antibiotique abréviation résistante intermédiaire | sensible
bétalactamine | Amoxicillin AMC 30 X
aminosides Gentamicine CN120 X
Amikacin AK30 X
sulfamide Sulfamide COT25 X
Trimethoprim- SXT25 X
sulphometho-
xazole
nitrofurane Nitrofurantoin F300 X
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sulphometho-xazole qui fait partie de la famille des sulfamides. Elle a une sensibilité a la
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famille des aminosides et aux nitrofuranes.

Figure 37:Résultats d’antibiogramme d’Enterococcus spp.

Les résultats de I’activité antibactérienne d’Enterococcus spppour chaque antibiotique sont

représentés dans le tableau suivant :

Tableau 19:Résultats d’antibiogramme d’Enterococcus

Famille Antibiotique abréviation résistante intermédiaire | sensible
bétalactamine | Amoxicillin AMC 30 X
Aminosides Gentamicine CN120 X
Amikacin AK30 X
sulfamide Trimethoprim- SXT25 X
sulphometho-
xazole
nitrofurane Nitrofurantoin F300 X
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Selon les résultats obtenus; Enterococcus spp marque une forte sensibilité a la majorité des

antibiotiques utilisées : bétalactamine ; gentamicine ; aminosides ; sulfamide et nitrofurane.

D’apres les résultats représenté dans les figures et les tableaux précédents ; on remarque

que tous les bactéries représentent une sensibilité contre la gentamicine.
5) Résultats d’extraction

La macération nous a permis d’avoir un extrait sec de 2.24 g; avec un rendement de

22,4% a partir de 10 g de spiruline ; dans lequel :

R= (2.24/10) x 100 = 22 .4%

2.1.3. Résultats de ’activité antibactérienne d’extrait
Dans le but d’analyser I’efficacité d’extrait sur les espéces isolées ; I’étude de la sensibilité a

été effectué sur une seule bactérie pour chaque genre obtenu.

Selon les recherches de TRABELSI, le diamétre qui indique la présence d’une activité

antibactérienne de I’extrait est supérieur a 8 mm (81).

Les résultats obtenus en fonction d’une concentration de 70 mg dans 1 ml de DMSO sont

représentes dans les figures (38, 39, 40,41) suivant :

Figure 38 : Résultats de I’activité antibactérienne de la spiruline contreStaphylococus

aureus.
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Figure 40:Résultats de I’activité antibactérienne de la spiruline contre Salmonella spp.
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Figure 41 : Résultats de 1’activité antibactérienne de la spiruline contre Enterococcus spp.

L’action inhibitrice se traduit pat I’apparition d’une zone d’inhibition autour de puits. Dans
lequel on observe d’aprés les figures précédentes que I’extrait éthanolique montre une
efficacité sur toutes les souches isolées. L’action et le diametre de la zone d’inhibition varient

selon I’espéce testée.

L’étude de lactivité de I’extrait a donné d’une couté des diamétres de (19, 22, 20,
22,21 ,27mm) envers Staphylococus aureus et diametre (15, 18, 20,19,15,16 mm) envers
Enterococcus spp ;d’autre couté des diamétre de ( 18,18,21,24,21,23 mm) envers Salmonella

spp et de (9,10,11,9,14,14 mm ) envers Escherichia coli .

Nos résultats s’accordaient avec I’étude précédente d’ABDO ; KAUSHIK et
CHAUHAN qu’ont rapportés que les cyanobactéries présentent une activité antibactérienne

efficace envers les bactéries gram positif et les grams négatifs (82)(83)
Ces résultats sont représentés dans le tableau 20 :

Tableau 20 : Le diamétre de zone d’inhibition pour chaque isolat

Bactéries

Escherichia .coli

Staphylococus aureus

Salmonella spp

Enterococcus spp

Le plus grand
diamétre de zone

d’inhibition

14

27

24

20
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Suite & l'acquisition de ces résultats, une analyse comparative a été réalisee entre le
diamétre de la zone d'inhibition des divers antibiotiques testés ayant une activité sur la souche
et le diametre de la zone d'inhibition de I'extrait de spiruline dans les puits. Les résultats de
cette comparaison sont illustrés dans les diagrammes suivants (figure 42, 43, 44 et 45).

comparaison des zone d'inhibition de Staphylococcus aureus

30

25

20

15

10

M puits d'extrait M amikacine M gentamicine

Figure 42 : Diagramme des résultats de comparaison entre le diamétre de zone d’inhibition

d’extrait sur les différents puits et les antibiotiques testés chez Staphylococus aureus.

Le diagramme représente les résultats de comparaison entre le diametre de zones
d’inhibition de I’extrait sur les différents puits et les antibiotiques testés chez Staphylococus
aureus. On observe que le plus grand diamétre de zone d’inhibition d’extrait est 27mm;
d’autre part le diamétre de la zone d’inhibition de la gentamicine est de 19mm et I’ Amikacin
de 20 mm. Comparativement, la gentamicine montre une inhibition similaire a I’activité
minimale d’extrait tandis que [’amikacin offre une inhibition 1égérement supérieure. Cela
suggere que l’extrait pourrait étre promoteur comme agent antimicrobien contre

Staphylococcus aureus.
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comparaison de zone d'inhibition d'Escherichia.coli
25

20

15

10

M puits d'extrait W amikacin ™ gentamicine M nitrofurane

Figure 43: Diagramme des résultats de comparaison entre le diamétre de zone d’inhibition

d’extrait sur les différents puits et les antibiotiques testés chez Escherichia coli.

Le diagramme représente les resultats de la comparaison entre le diamétre des zones
d’inhibition de I’extrait et les antibiotiques testés chez Escherichia coli. On remarque une
activitt maximale de 14 mm par contre le diamétre de la gentamicine peut aller jusqu’a
(20mm) ; I’amikacin a (17mm) et nitrofurane a (17mm).On a enregistré une activité
antibactérienne moyenne de I’extrait envers cette souche. Ces mesures indiquent que I’extrait
de spiruline possede une capacité a inhiber la croissance de la souche avec une variation dans

son efficacité.
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copmaraison de zone d'inhibition de Salmonella spp
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Figure 44: Diagramme des résultats de comparaison entre le diamétre de zone d’inhibition

d’extrait sur les différents puits et les antibiotiques testés chez Salmonella spp.

Le diagramme représente les résultats de comparaison entre le diametre de zone
d’inhibition d’extrait sur les différents puits et les antibiotiques testés chez Salmonella spp.
On remarque un diamétre d’inhibition de 24 mm chez I’extrait de spiruline; en ce qui
concerne la gentamicine et ’amikacine ; on remarque un diametre d’inhibition de (18mm) et
(20mm) respectivement. Bien que les antibiotiques montrent une capacité a inhiber la
croissance de la souche, ’extrait de la spiruline est légerement plus efficace. Cela suggére que

la spiruline puisse étre considérée comme un agent potentiel dans la lutte contre Salmonella

Spp.
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copmaraison de zone d'inhibition d'Enterococcus spp
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Figure 45:Diagramme des résultats de comparaison entre le diamétre de zone d’inhibition

d’extrait sur les différents puits et les antibiotiques testés chez Enterococcus spp.

Le diagramme indique les résultats de la comparaison entre le diamétre de zone
d’inhibition d’extrait sur les différents puits et les antibiotiques testés chez Enterococcus spp.
On observe un diamétre d’inhibition de 20 mm par I’extrait et un diamétre d’inhibition de
(18mm) pour la gentamicine et nitrofurane. Cela suggére que la spiruline pourrait étre une

alternative aux antibiotiques dans le traitement des infections causées par Enterococcus spp.

Les résultats de notre extrait montrent une efficacité intéressante sur tous les germes testés
en raison de son d’origine naturelle et sa capacité moins sujette a la résistance bactérienne et
que D’efficacité sur les grams positifs est plus remarquable que celle des grams négatifs. Ces
résultats sont compatibles avec les résultats des différentes études précédentes comme
BOUTALBI 2014, TRABELSI 2010 et USHARANI 2015 qu’ont montré que ’extrait de la
spiruline donne une forte efficacité sur les bactéries gram positif notamment Staphylococcus
aureus par rapport aux bactéries gram négatif ( 84) (81) (85).

Selon les études d’ERGENE 2006, I’explication de cette différence d’effet pourrait étre en
raison de la composition de la paroi cellulaire(86).Chez les bactéries a gram positif, la paroi
est formée d’une seule couche, tandis que celle des bactéries a gram négatif a une structure

multicouche limitée par une membrane cellulaire externe. La nature de solvant utilisé peut
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aussi influencer la variation de 1’activité antimicrobienne de I’extrait.D’aprés EI-SHEEKH
I’extrait d’éthanol suggere la présence de métabolite bioactifs solubles dans ce solvant ce qui
pourrait expliquer son efficacité contre divers micro-organismes (87).

En dépend les résultats que on a obtenus, I’extrait de la spiruline peut étre considére

comme un alternative probiotique des antibiotiques dans 1’¢levage de poulet de chair pour

controler les infections bactériennes.
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CONCLUSION

L’étude que nous avons menée sur 1’activité antibactérienne de 1’extrait de la spiruline sur

des souches bactériennes isolées de poulet de chair a atteint les objectifs assignés.

D’une part, les résultats d’isolement et d’identification sur les 20 échantillons de poulet
de chair analysés se sont manifestés par la présence de 85% d’Escherichia coli, 50% de
staphylocoques. De plus, 40% des échantillons présentaient des entérocoques, tandis que prés
de 15% des échantillons ont été caractérisés par la présence desSalmonella. Ces résultats
mettent en évidence le risque de pathologies bactériennes dans les produits aviaires étudiés,

nécessitant alors I’utilisation d’agents antibactériens.

D’autre part, I’é¢tude de lefficacité de I’extrait de la spiruline contre les souches
bactériennes obtenues montre une forte sensibilit¢ des souches a gram positif tel que
Staphylococcus aureus et une faible sensibilité des gram négatif spécifiquement Escherichia

coli en comparaison avec certains antibiotiques tel que gentamicine.

En outre, I’é¢tude de I’activité antibactérienne de la spiruline sur des souches bactériennes
isolées de poulet de chair révele un potentiel prometteur pour 1’utilisation de cette microalgue
en tant qu’alternative aux antibiotiques et solution naturelle pour contrdler les pathologies

aviaires.

Cependant, des recherches supplémentaires sont nécessaires pour déterminer quel est le
composé bioactif responsable de cette activité et les méthodes idéaleset non-chimique pour
I’extraction de la spiruline. Cela pourrait inclure des études sur I’efficacité de cette
microalgue dans I’alimentation des volailles et sous forme de suppléments dans I’eau potable

en minimisant les risques potentiels pour la santé et ’environnement.
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ANNEXES

Annexe 01 :
Composition des milieux de culture et produits chimiques utilisés

I. Milieux de culture
La composition des milieux de culture pour 1 L de I’eau distillée

1) milieu BCP
Ingrédients Graml/litre Ingrédients Graml/litre
Peptone 5.009 Bromocrésol pourpre | 0.025 g
Lactose 109 Extrait de viande 39
Agar 159 pH 7

2) gélose nutritive

Ingrédients Gram/litre Ingrédients Gram/litre
Peptone 5.00¢ Extrait de levure 290
Chlorure de sodium | 5g Extrait de viande 19

Agar 159 pH 7.3

3) milieu Chapman

Ingrédients Gram/litre Ingrédients Gram/litre
Peptone 109 D- mannitol 10¢g
Chlorure de sodium | 75¢ Rouge de phénol 25mg

Agar 159 pH 7.4




4) milieu hektoen

ANNEXES

Ingrédients Gram/litre Ingrédients Gram/litre
Peptone 129 Extrait de levure 39
Chlorure de sodium | 5g Sels biliaires 99
Agar 135¢g pH 7.6
Lactose 12 g Bleu de 65 mg
bromothymol
Saccharose 129 Thiosulfate de 59
sodium
5) milieu Mac conkey
Ingrédients Gram/litre Ingrédients Gram/litre
Peptone 179 Peptone pepsique 1.59
de viande
Chlorure de sodium | 5¢ Sels biliaires 15¢
Agar 13.5¢ pH 7.1
Lactose 109 Rouge neutre 30 mg
6) milieu Muller Hinton
Ingrédients Gram/litre Ingrédients Gram/litre
Peptone 13¢ Amidon 15¢
Hydrolysate de 175¢ Infusion de viande de | 300 g
caséine beeuf
Agar 139 pH 7 .4
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7) milieu BEA
Ingrédients Gram/litre Ingrédients Gram/litre
Peptone 179 Extrait de viande 39
Chlorure de sodium | 1g Extrait de levure 59
Agar 139 pH 7.3
Citrate de fer 059 Citrate de sodium 1g
Bile de beeuf 109 Azide de sodium 0.25¢
Esculine 1g / /
8) milieu BHIB
Ingrédients Gram/litre Ingrédients Gram/litre
Peptone 10g Phosphate disodique | 2.5¢g
Infusion de cervalle | 12.5¢g Infusionde ceeurde |59
de veau beeuf
glucose 290 pH 7.4
9) Eau peptonéetamponée
Ingrédients Gram/litre
Peptone 109
Chlorure de potassium 59
Phosphate disodique anhydre 35¢
Dihydrogénophosphate de potassium 15¢
Ph 7.2
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IIProduits chimiques
Fushine phénique :

Fushine cristallisée 1g
Alcool éthylique 10 ml
Phénol 50
Eau distillé 10 ml

Violet de gentiane

Violet de gentiane 19
Ethanol 10 ml
Phénol 11g
Eau distillé 100 ml
Lugol
lodure de potassium 29
lode métalloide 19

Eau quod satis 100g
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Annexe 02
Valeurs critiques des diamétres des zones d’inhibition et des CMI selon EUCAST 2020

Table de lecture 1* : Valeurs critiques des diamétres des zones d’inhibition et des CMI pour

Entérobactéries.

Anfbiofiues | Charge des Diametres crifiques {mm] | CMT enfiques fugin] Commentaires
fstis | dsques [R[ | [ § [ R [ I [ 8

Ampiciline Wyg | <13 | W-16 | 297 | 2% | 16| <8 ([Lareponse alampicline estvalable pour amoci

Amoxiciline ANi0pg | 13| M-17 | 219 |23016| 168 | <om smﬁgaaggas_ﬁs. gg%mggmsxss&&smz_aem

+Ae.cavulanique Eﬂﬁ_‘&gs&aﬁga 0308 Mhsoloo88 précises - cefazoine (29 toutes s Bh), céfoxine (29 toutes

- 7 - 3 - gamna\_ms&sm_ﬁ&& : cclif¥interprétaive anciennement basée surla détecn ou non dune

omaam Yyg | SMfM6-17) 218 | 22| 16 28 BLSE, e plus nécessae.Larép o B s reférant aux seuls iametes mesurs,

Cefotaxime By |(B-B 28| 24| 2[4 e (9BLE garde foutson intérét dans les études épidémiogiques et en

Céfazoine g S| — [ 25| 2R | —] i g 128 résutats pour es céphalosporines orales - oéfacler, o, céfpodoxime,

(Infections non : a _mrws;sgss_ogsﬁ&aﬁsssgszsse

complquées du abils. Céfpodocime, céfdini et oéurosime axé peuvent éretestés

trachus urnaie) azmmﬁmg&usa_%saaﬁgﬁ;&mga

Aztraonam Mg [ E17] 18-20 [ 22 | 218

Imipéneme 10yg S| 0-2 [ 2B | 24 §§§§sa§s§§=§23a§§§g§m L applicaton de ces

Weropenéme g | <] 0.2 |2 | 24 s posclogies suivantes : imipénéme : 500 my toutes es B ou 1 g toutes les 8h, Ertapenéme - 1g

Ertapeneme g [ SB[ 102 ] 22 | 22

Amikacne Mg [ S14] 15-08 | 217 | B4

Gentamiine Wyg | £12| 13-14 | 215 | 218

Acide nalidoque | 0ug S19) 14-18 [ 219 | 2% misgsssuaﬁs%gm_ang?_sgiﬁsm%sﬁs&sg

Cirofioxacine S AR5 28| A

Ciprofioxacine ¢ AR

Salnonel spp. Sy S0 1-30 | 23 | 2006

Chloramphénicol | ug | $12| 13-17 | 218 | 2 B Ne pas reporter en routine pour kes souches isolées d1TU sauf pour les salmonelles. Valable pour S.Typh et Saimoneti spp. exra-
mhestinales.

Colstine M —_ — La détermination de & CMI par microdiution en milieu iquide, CBOE (technique d élution des disques) et CAT (diluion en
milieu gélose) sont acceptables voirtsts complémentares). Le disque et le E<est n doivent pas ébre tilises". Pour
T'usage thérapeutique des polymixines se referer 3 linternational consensus guidelines ™™

Furanes Wy | <14 R

Fosfomycine Ay | 412 64 _aﬁsﬁﬁass_aﬁ%am&amaaggzsms Le disque de 200ug content £0pg de glucose-4-
phosphate. La CMI est determinge par 13 techrique de dition en gelose supplementse de 25giml de glusose B-phosghate,

Trméhopimes | 1.5/ 0 — | 0%

Suffamethorazole | 2375

. Performa ..ﬁaaQ#n:S&u%g g&%%&éﬁws@ -
- the 1):10-39) doi: 10.1
s.ﬁmsm._ﬁa ﬁwﬁ:%?ﬂ%ﬁ (11:10-30) phar 2208)

MHT : .aaivs&m._.ﬁ m: :38&._.3._“53.3 CM: Concentration Minimale Inhibitrioe. CBDE : Colistn Broth Disk Elution, CAT : Colistin Agar Test
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: Valeurs critiques des diamétres des zones d’inhibition et des CMI pour

Table de lecture 2*

Staphylococcus spp

** Extraits des recommandations du CASFM/EUCAST 2020

= . Charge des | _Diametres critiques (mm) | CMi critiques (ugimi)

g disques |~ R 1] S [ R 1] §
Peniciline Ul | 8 | - | 20 | 0% — | f012 ees parles B-lactamases (ampiciline
[Ropamii) | = [ e [ W] o] 40 ?&;&ﬁsgas?ﬁ%sg

jtine (S ] i ¥ = > ) ey ‘4 g2 Sau deSigiapnylocoques 3 coaguiase negatie.

9@__3 .wzaaaw.@&aﬁa Wy 2 2 | 8 m S 42 55 i, . s us
Creaciling (5.C.N. sauf 5. lugdunensis) — - - — | 205 [ — | £025 |soleifer] (ESisolats oo |3 al'oxacilline est comprise entre 0.5et ~§=_ peuvent étre
Cafoxitine (5.C.N.sauf 5.fugdunensis, ¢ y 3 infbions severes, &ss_.aw?aang?-r:ﬁs_.
S. pseudintermedius et S, schleifer) N | M [ - = | = | = fif elles peuvent etre reportées sensibles 3 Ioxaciline.
Gentamicne fopg | <2 |1-4] 2 |26 ] 8 | 4 4‘.& famicne sontresistanes 3 10 es aues aminosies saf aa
Amikacine(S. aureus) Wpg [ S8 | = [ 218 | 216 | — 4 ninatiode |3 resistance 3 amikacne est misux detectse avecla _zas%.._m :
Amikacine(SCN) W | 0 [ - m [ 8 [ — I £(30 pg) : R 18 mm pour S.aureus, R « 22 mm pour les SCN ™
Enythromycine Bug | $13 | 14-22| 23 | 28 | 14 | S [Secte &gssnvxgu_ﬁaﬁaﬁmqmégsmss& U2 de

; amycine. En présence d'una image d'antagonisme, repondre « mm_mnsowm%oaﬁﬁmm
Cindamycine g | S| 15-20] 21 | A - famycine ».
Vancomycne (S, aureus) CMI - - — | 218 o gieabe de vancomycine igr les souches vanco « S v et | » de
Vancomyene (5ON) T lococcus aureus, ni d2 diferencier les souches vanco « So, el s et e Ra de SCN, carles

i = au_gmesgs sont simifaires, La détermination de la CMI de la vancomycine est obligatoire,
Teicoplanine
Ofloxacine
Ciprofioxacine
Lévofioxacine
Trimethoprimes sufaméthoxazole 1.25123.T5pg)
Rifampicina
Tétracyciine Les souches sensibles a  tétracycine, sont sensibles a a doxycycine et 2 la minocycine.
Chloramphenicol
Quinupristine-dalfopristine A regorter pour kes souches de 5. aureus méticling-sensibles.
Interpretation valable pour i3 pristnamycine.
Acids fusidique™
Fosfomycine [V La méthode de référence pour la détermination de la CMI est la dilution en milieu
gélosé en présence de glucose-Sphosphate (25 mgh)
“Tableau extrait du Document M100 . . 2020. Performance standards for antimicrobial susceptibility testing.

Abreviations : SCN : Staphylocoque 3 Coagulase Negative. CMI : Concentration Minimale Inhibitrice. [V : Inra veineuse.
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Table de lecture 3* : Valeurs critiques des diamétres des zones d’inhibition et des CMI pour

Enterococcus spp.

Anbiciques fstis

Charge des

Diametres critiques (mm)

1ests de senshiite al ampicilin dovent etre

mineeay o . Confrmer par la CMI de vancomycine et de
p R ﬂ&é“ﬁvs_a Pourles souches dont la CMI est entre

disques R | §
Ampicdine 10vg 8 - 217
Tétracycline 3yg S| 15-18 [ 219
Vancomyene 3l (4] 1B-18 | 217
Teicaplanine 3lyg G0 [ M-13 ] 214
Gentamicne de haut 12049 g | 7-9 | 210

niveau

Recommande pour les souches d'E faecalls isolees du tractus urinare,

A regorter pour les souches d'E faeam vancomycine resstant
Interpeétation valable pour I3 pristnamycine.

Interpretation non valable pour les scuches unnaires.
Interprétation valable pour iamphenical.

Reponsa en cas de multiresistance. Des CMI msszaz |3 concentration crtique de sensibilie son tres
rares. L'identfication et gﬁﬁaﬁ&%ﬁ;%a&m £n cas de confirmation, I3 souche devra
étre envoyée 3 un centre de reférence et categorisée aresistants.
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