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Résumé

Résumé

Cette étude a porté sur 1’analyse microbiologique de 30 échantillons de viandes rouges et
blanches issues du commerce local, dans le but d’évaluer la contamination par les bactéries du
genre Pseudomonas spp., en particulier Pseudomonas aeruginosa, ainsi que leur profil de
résistance aux antibiotiques. Les résultats ont révélé une contamination globale moyenne de
1,2 x 10° UFC/g, dépassant les seuils réglementaires, avec une non-conformité plus marquée
dans la viande blanche (2,3 x 10® UFC/g) comparée a la viande rouge (1,3 x 10° UFC/g).

L'espéce P. aeruginosa a été présomptivement identifiée dans 26,7 % des échantillons, dont
46,7 % des viandes blanches et 6,7 % des viandes rouges. Les tests d’antibiosensibilité ont
mis en évidence une résistance préoccupante aux B-lactamines, notamment aux carbapénemes
(100 %) et aux céphalosporines (62,5 %), tandis que les fluoroquinolones et les aminosides
ont montré une efficacité compléte. La colistine, pourtant antibiotique de dernier recours, a

présenté une resistance dans 25 % des cas.

Ces résultats soulignent I’existence d’un risque sanitaire lié a la présence de bactéries
opportunistes multirésistantes dans les produits carnés, en lien probable avec des pratiques
d’hygiéne déficientes et un usage non controlé des antibiotiques en production animale. lIs
mettent en évidence 1’urgence de renforcer les mesures de contrdle sanitaire tout au long de la

chaine alimentaire.

Mots-clés : Pseudomonas aeruginosa, viande blanche, viande rouge, contamination

bactérienne, antibiorésistance, sécurité alimentaire.
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Abstract

Abstract

This study focused on the microbiological analysis of 30 samples of red and white meat
collected from local markets, aiming to assess contamination by bacteria of the Pseudomonas
spp. genus, particularly Pseudomonas aeruginosa, as well as their antibiotic resistance
profiles. The results revealed an average overall contamination level of 1.2 x 10° CFU/g,

exceeding regulatory thresholds, with higher non-compliance observed in white meat
(2.3x10°CFU/g) compared to red meat (1.3 x 10° CFU/g).

The species P. aeruginosa was presumptively identified in 26.7% of the samples, including
46.7% of white meat and 6.7% of red meat. Antibiotic susceptibility testing revealed alarming
resistance to B-lactams, particularly carbapenems (100%) and cephalosporins (62.5%), while
fluoroquinolones and aminoglycosides showed full efficacy. Colistin, although considered a

last-resort antibiotic, exhibited resistance in 25% of the isolates.

These findings highlight a health risk associated with the presence of opportunistic multidrug-
resistant bacteria in meat products, likely linked to poor hygiene practices and uncontrolled
antibiotic use in animal production. The results underscore the urgent need to reinforce

sanitary controls throughout the food production and distribution chain.

Keywords: Pseudomonas aeruginosa, white meat, red meat, bacterial contamination,

antibiotic resistance, food safety.
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Introduction

Introduction

Pseudomonas aeruginosa a été décrite pour la premiére fois en 1882 par le pharmacien
francais Carle Gessard, qui observait une coloration bleue-verte des pansements,
probablement due a la pyocyanine, un pigment toxique a propriétés antimicrobiennes (Diggle
et Whiteley, 2020).

Pathogeéne opportuniste, elle figure parmi les trois principales causes d’infections
opportunistes chez I’humain, touchant chaque année plus de 2 millions de patients et
provoquant environ 90 000 déces (Li et al., 2023).

En outre, I’adaptabilité métabolique de cette bactérie lui permet de coloniser des niches
écologiques diverses, y compris les environnements agroalimentaires. En raison de sa capacité
a sécreter des enzymes extracellulaires, Pseudomonas aeruginosa est une bactérie
couramment impliquée dans 1’altération des aliments, en particulier ceux a forte teneur en eau
et riches en nutriments (Li et al., 2023). Dans le secteur de la viande, des conditions
d’hygiéne dégradées, un environnement de transformation insalubre, ainsi que le manque de
formation des bouchers aux bonnes pratiques sanitaires facilitent sa prolifération (Bantawa et
al., 2018). Sa capacité a former des biofilms sur les surfaces et sa tolérance au froid lui
permettent de persister dans les environnements réfrigérés, contaminant ainsi les carcasses et
les produits carnés transformés (Ma et al., 2022). Ces caractéristiques en font a la fois un
agent de dégradation des denrées périssables et une menace potentielle pour la sécurité

alimentaire.

D’autre part, P. aeruginosa est également redouté pour sa multirésistance aux
antibiotiques. Cette résistance repose sur plusieurs mécanismes moléculaires complexes :
production de pB-lactamases, modifications enzymatiques des aminosides, réduction de
l'expression des porines, mutations des topoisomérases, et surexpression des pompes d’efflux.
L’ensemble de ces stratégies confére a P. aeruginosa une résistance intrinséque élevée et une
capacité remarquable a acquérir de nouveaux génes de résistance via transfert horizontal
(plasmides, intégrons), rendant les infections particulierement difficiles a traiter et favorisant
I'émergence de souches multirésistantes (Bonomo et Szabo, 2006). Ceci constitue

aujourd’hui I’un des défis majeurs en santé publique a 1’échelle mondiale.

L'utilisation abusive et souvent non contr6lée d'antibiotiques en élevage constitue un
facteur aggravant majeur. L'administration systématique de céphalosporines, fluoroguinolones

et colistine en prophylaxie ou comme promoteurs de croissance exerce une pression de
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sélection intense, favorisant I'émergence de souches MDR dans la flore intestinale des
animaux d'élevage (Mouiche et al., 2019 ; Uddin et al., 2021). Ces bactéries résistantes
contaminent ensuite les viandes lors de I'abattage et de la transformation, créant un réservoir
alimentaire critique. Le danger sanitaire réside notamment dans le transfert de génes de
résistance vers d'autres bactéries pathogenes du microbiote intestinal humain via la

conjugaison bactérienne (Stellato et al., 2016).

Cette situation souleve des préoccupations majeures quant a la présence de souches
multirésistantes dans la chaine alimentaire. C’est dans ce cadre que s’inscrit ce mémoire qui
vise a étudier la présence et la résistance aux antibiotiques de souches de P. aeruginosa dans

les produits carnés. La démarche s'articule en trois chapitres complémentaires :
- Le premier chapitre est consacré a une revue générale sur Pseudomonas aeruginosa.
- Le deuxieme chapitre traite de maniere approfondie de la résistance aux antibiotiques.

- Enfin, le troisiéme chapitre est dédi¢ a [’étude pratique menée au laboratoire
universitaire, portant sur 1’isolement, 1’identification et I’évaluation de la résistance aux
antibiotiques de souches de P. aeruginosa isolées a partir de produits carnés dans la

région de Mila.

Le mémoire se conclut par une synthése des résultats et une réflexion sur les perspectives

futures.
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1. Historique

En 1882, le pharmacien frangais Carle Gessard, sur les recommandations de Louis
Pasteur, isola pour la premiére fois un micro-organisme responsable de la coloration bleu-vert
observée sur les pansements médicaux souillés (Diggle et Whiteley, 2020). Il identifia ainsi
Pseudomonas aeruginosa, initialement appelée Bacille pyocyanique, en raison du pigment
qu’elle produit. Cette bactérie sera plus tard reconnue comme un agent fréquent de sur
infection des plaies, notamment chez les soldats blessés durant la Premiére Guerre mondiale
(Chaker, 2012).

2. Habitat

Pseudomonas aeruginosa est un microorganisme largement répandu dans la nature, ou il
colonise divers habitats tels que le sol, I’eau (douce et marine), les plantes, les animaux et
I’lhomme (Ryan et Ray, 2004). Il est également freqguemment retrouvé dans les
environnements riches en matiére organique comme les eaux usées, ainsi que dans les milieux
hospitaliers, ou il peut devenir un agent pathogéne opportuniste. Grace a sa capacité a
synthétiser 1’arginine, P. aeruginosa peut se développer en conditions anaérobies, bien qu’il
soit naturellement aérobie strict, ce qui lui confére une grande adaptabilité (Costerton et
Anwar, 1994 et Lederberg, 2000).

Cette facult¢ d’adaptation lui permet d’étre I'un des microorganismes les plus
omniprésents. Dans 1’industrie alimentaire, et en particulier dans le secteur des produits
carnes, sa presence est souvent utilisée comme indicateur de détérioration, en raison de ses

activités protéolytiques, lipolytiques et lécithinases marquées (Burt, 2004 ; Raji, 2006).
3. Classification

Pseudomonas aeruginosa est un bacille Gram negatif appartenant a la famille des
Pseudomonadaceae, qui regroupe des bactéries a Gram négatif généralement dotées d’une
ciliature polaire, bien que certaines souches puissent exceptionnellement étre immobiles. Ce
sont des bactéries strictement aérobies, possédant un métabolisme exclusivement respiratoire,

et capables de fermenter le glucose.

La classification taxonomique de P. aeruginosa est présentée dans le tableau 01 ci-
dessous (Bourahla et Haddache, 2015).
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Tableau 1 : Taxonomie de P. aeruginosa (Mderreg, 2015)

Régne Bacteria
Embranchement Prokaryota

Division Proteobacteria
Classe Gammaproteobacteria
Ordre Pseudomonadales
Famille Pseudomonaceae
Genre Pseudomonas
Espéce aeruginosa

4. Bactériologie de Pseudomonas aeruginosa
4.1. Caracteres morphologiques

Pseudomonas aeruginosa est un bacille fin de forme allongée, mesurant entre 1 et 5 um
de long et 0,5 a 1 um de large (Chaker, 2012). Il s’agit d’une bactéric a Gram négatif
appartenant au groupe des bacilles non fermentatifs (BGNNF). Elle peut étre entourée d’une
pseudo-capsule muqueuse, appelée slime, qui joue un rdle important dans la protection de la

bactérie et dans sa pathogénicité, notamment au sein des biofilms.

Cette espéce se caractérise par une forte mobilité assurée par un flagelle polaire
(Figurel), généralement monotriche (Solbi, 2013).




Chapitre 1 Synthese bibliographie

Figure 1 : Aspect de Pseudomonas aeruginosa (Mandal, 2019)
4.2. Caracteres culturaux

Pseudomonas aeruginosa est une bactérie non fermentaire, strictement aérobie et peu
exigeante sur le plan nutritionnel. Elle peut se développer dans une large gamme de
températures, généralement entre 30 °C et plus de 40 °C (LaBauve and Wargo, 2012). Sa
croissance est rapide : en 24 heures, elle forme des colonies bien visibles sur des milieux de
culture courants comme la gélose Trypticase Soja, ainsi que sur des milieux sélectifs tels que

les géloses au cétrimide, utilisés pour favoriser son isolement.

Les colonies de P. aeruginosa dégagent une odeur caractéristique rappelant celle du
seringa (ou jasmin des poeétes), en raison de la production d’ortho-aminoacétophénone
(D’Argenio et al., 2002 ; Hansen et al., 2012). Plusieurs types de colonies peuvent étre

observés, simultanément ou séparément :

e Colonies de type “Large” : de grande taille, isolées, avec un centre bombé et des bords
irréguliers. Elles présentent fréquemment un phénomeéne d’autolyse, donnant un aspect

métallique et irisé, da a I’activité protéolytique intense de la bactérie.

e Colonies de type “S” (Small) : plus petites, a surface mate, Iégéerement bombeées, avec un

contour régulier et circulaire. Elles sont typiquement observées en début de culture.

« Colonies de type “M” (Muqueuses) : opaques, visqueuses a coulantes, souvent associées
a des infections chroniques comme celles des voies respiratoires ou urinaires. Ces formes

produisent de 1’acide alginique, un polysaccharide extracellulaire distinct du « slime »
(Solbi, 2013).
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4.3. Caracteres biochimiques

Pseudomonas aeruginosa est une bactérie strictement aérobie, caractérisée par un
métabolisme oxydatif des sucres, notamment observable sur le milieu MEVAG. Elle utilise
principalement 1’oxygéne comme accepteur final d’électrons au cours de la respiration.
Toutefois, en I’absence de sources carbonées fermentescibles, elle est capable de recourir aux

nitrates comme accepteur d’électrons, grace a 1I’enzyme nitrate réductase.

Cette espece présente une capacité remarquable a dégrader des composés organiques
complexes, tels que les protéines, I’amidon ou encore la cellulose. Elle est catalase positive et

oxydase positive, des tests biochimiques qui contribuent a son identification en laboratoire.

P. aeruginosa se distingue également par une grande versatilité nutritionnelle, lui
permettant d’utiliser une large gamme de sources de carbone, incluant des sucres simples ou
complexes, des alcools, ainsi que des acides aminés (Vasil, 1986 ; Benabid, 2009 ; Clave,
2011).

Sur le plan pigmentaire, elle produit deux types principaux de pigments, qui facilitent son
identification :

« La pyoverdine : pigment fluorescent jaune-vert, hydrosoluble mais insoluble dans le
chloroforme.

« La pyocyanine : pigment bleu-vert non fluorescent, soluble a la fois dans I’cau et dans le
chloroforme. Ce dernier appartient & la famille des phénazines et constitue un marqueur

spécifique de P. aeruginosa, étant propre a cette espéce (Denis et al., 2011).
4.4. Caracteres genomiques

Le génome de la souche de référence de Pseudomonas aeruginosa a été entiérement
séquencé en 2000 (Stover et al., 2000). 11 s’agit du plus grand génome bactérien connu a ce
jour, avec environ 6,3 millions de paires de bases. Ce génome présente une richesse
exceptionnelle en genes régulateurs, impliqués dans divers processus biologiques tels que le
métabolisme, le transport, I’efflux de composés organiques, ainsi que dans plusieurs systémes

de sécrétion et de mobilité.

Cette complexité génomique conféere a P. aeruginosa une remarquable capacité
d’adaptation a une grande variété d’environnements, ainsi qu’une aptitude a infecter de
nombreux types d’hotes. Elle est également a 1’origine de sa résistance intrinséque a de

nombreuses classes d’antibiotiques. Par ailleurs, le génome de cette bactérie est caractérise
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par une teneur élevée en bases guanine et cytosine, ce qui refléte sa stabilité génétique et son

potentiel évolutif (Stover et al., 2000).
4.5. Caracteres antigéniques

Pseudomonas aeruginosa exprime plusieurs types d’antigénes, qui jouent un role
essentiel dans sa reconnaissance par le systeme immunitaire ainsi que dans sa pathogénicité.

Parmi les principaux antigénes exprimes, on distingue :

o L’antigéne O également appelé antigene somatique, utilisé pour la classification en 20

sérotypes distincts.

« L’antigéne H ou antigene flagellaire, est associé a la structure protéique externe des
flagelles. Il est particuliérement variable, puisqu’on dénombre au moins 55 antigénes

différents, ce qui refléte une grande diversité antigénique.

« D’autres antigénes contribuent également a la réponse immunitaire, tels que les pili, les

porines, ainsi que I’exotoxine A, tous reconnus pour leur caracteére antigénique (Bourahla,

Haddache, 2015)
5. Pouvoir pathogene

Bien que largement étudié en milieu hospitalier, Pseudomonas aeruginosa demeure
relativement peu reconnu en tant qu’agent pathogeéne dans le domaine de la sécurité
alimentaire. Pourtant, sa grande polyvalence métabolique, sa capacité a se reproduire
rapidement, son aptitude a s’adapter a divers environnements, ainsi que sa faculté a se
développer a basse température, en font un micro-organisme ubiquitaire. Ces caractéristiques
contribuent a sa persistance dans les chaines alimentaires et a son implication croissante

comme agent responsable d’infections d’origine alimentaire (Gao et al., 2023).
6. Les facteurs de virulence de P. aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa posseéde une grande capacité d’adaptation aux environnements
hostiles, notamment ceux rencontrés chez 1’hote, en produisant divers facteurs de virulence

(Figure 2) qui favorisent I’infection et la progression de la maladie (Vidaillac et al., 2021)

1. Lipopolysaccharide (LPS) : Ce composant majeur de la membrane externe joue un
role essentiel dans la protection bactérienne, l'attachement aux cellules hotes, et
I'induction de réponses inflammatoires par le biais du lipide A, responsable de
I’endotoxicité (Park et al., 2022). Le LPS est également impliqué dans la formation de

biofilms et peut contribuer a la tolérance aux antibiotiques (Chambers et al., 2017).
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2. Protéines membranaires externes (OMP) : Ces protéines participent a I’acquisition

de nutriments, a 1’adhésion aux surfaces, et a la résistance aux antimicrobiens (Sabnis

etal., 2021).

3. Structures d’adhésion : Les flagelles, les pili et d’autres adhésines facilitent
I’adhésion aux cellules hotes et la formation de biofilms, renforcant ainsi la résistance

aux traitements (Ozer et al., 2021).

4. Systémes de sécrétion : P. aeruginosa utilise six types de systémes de sécrétion pour

interagir avec 1’hote. Parmi eux :

o Le T3SS (systéme de sécrétion de type Il1), qui injecte des toxines directement

dans les cellules hétes.

o Le T4SS (lié aux pili), et le T6SS (associé aux flagelles), tous deux impliqués

dans la colonisation, la mobilité (nage, essaimage) et la signalisation cellulaire.

5. Exopolysaccharides : Des molécules comme I’alginate, le Psl et le Pel favorisent la
formation et la stabilité des biofilms, tout en réduisant la clairance bactérienne par le

systeme immunitaire (Ozer et al., 2021).

Prophages and pyocins

Type | secretion

Type lll secretion (ExoS or ExoU , ExoT, ExoY) (Alkaline protease)

Flagellum
Can be multi-flagellated

Type V secretion
(autotransporter system)
Exopolysaccharides

(Alginate; Psl; Pel)

Extracellular DNA

Membrane vesicles ®

Type |l secretion
(Exotoxin A; elastase
(LasB); LasA protease;
phospholipase C; lipase)

Type VI secretion

Secondary metabolites & signal molecules
(Cyanide; pyocyanin; siderophores; rhamnolipids;  Lipopolysaccharide (LPS)
alkyl-quinolones; N-acylhomoserine lactones)  (Lipid A; inner & outer core;
A and B band O antigens) Adhesins & lectins
(Type IV pili; cup
fimbriae; LecA; LecB)

Figure 2 : Facteurs de virulence de Pseudomonas aeruginosa (Diggle et Whiteley, 2020).
7. Pseudomonas aeruginosa est un formateur de biofilm typique

Pseudomonas aeruginosa est une bactérie typiquement associée a la formation de
biofilms et constitue un modeéle paradigmatique pour leur étude. Il a été estimé que 65 a 80 %
des infections nosocomiales sont liées a la présence de biofilms, Ces structures sont
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constituées principalement de substances polymériques extracellulaires (EPS) produites par
les bactéries, formant une matrice qui entoure les cellules et les protége des pressions
environnementales (Ma et al., 2022).

La formation du biofilm suit une séquence bien définie : d’abord, I’adhésion a des
surfaces propices comme les instruments medicaux ou les aliments, suivie de la formation de
microcolonies, puis de la maturation du biofilm par I’expression des composants matriciels

(Sauer et al., 2002).
8. Disponibilité de Pseudomonas aeruginosa dans les aliments

Pseudomonas aeruginosa souleve d'importantes préoccupations en matiere de sécurité
alimentaire en raison de sa capacité a contaminer les aliments au cours du processus de
production. Cette bactérie est impliquée dans des cas d’intoxications alimentaires, elle est
également associée a une résistance aux antimicrobiens chez les animaux, et forme des

biofilms qui compliquent considérablement les mesures de prévention (Xu et al., 2019).

En raison de son caractére adhésif, P. aeruginosa peut facilement coloniser les surfaces
de transformation et persister dans 1’environnement de production alimentaire. Sa présence
altere non seulement la qualité des produits transformés, mais représente aussi un risque

potentiel pour la santé des consommateurs (Xu et al., 2019).

Le poulet occupe une place essentielle dans 1’alimentation humaine en raison de sa
richesse en nutriments. Cependant, Pseudomonas aeruginosa est reconnu comme 1’un des
principaux micro-organismes responsables de problémes dans I’industrie avicole. Cette
bactérie compromet la qualité de la viande de poulet conservée au froid, en provoguant une
texture glissante et I’émission d’odeurs désagréables, ce qui réduit significativement sa durée

de conservation (Arnaut-Rollier et al., 1999).

Au-dela de I’altération des denrées alimentaires, P. aeruginosa constitue également un
risque notable pour la santé humaine et animale. Elle est fréguemment associée a des
infections opportunistes et secondaires (Kumariet al., 2009 ; Hgibyet al., 2010 ; Lopez et al.,
2015).

Dans les produits carnés, cette bactérie a été couramment isolée a partir de diverses

sources, notamment la volaille, le beeuf et le poisson.
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1. Historique

Les antibiotiques sont la classe de médicaments la plus importante et I'une des inventions
médicales les plus influentes du XXe siecle. Leur découverte a marqué une avancée majeure
en médecine, réduisant considérablement la morbidité et la mortalité liées aux infections
bactériennes (Uddinet al., 2021). Les premieres découvertes marquantes dans le domaine des
antibiotiques remontent au début du XXe siecle (Figure 3), avec les travaux de Paul Ehrlich
sur le Salvarsan utilisé contre la syphilis (Ehrlich et Hata, 1910).

La découverte de la penicilline par Fleming en 1928 (Fleming, 1929), et sa purification
en 1940 par Abraham, Florey et Chain (Abraham, 1941) a révolutionné la lutte contre les
infections bactériennes. Fleming fut également 1’'un des premiers a alerter sur le risque de
résistance en cas d’utilisation inappropriée (Aminov, 2010). Parallélement, le Prontosil,
développé par Klarer Mietzsch et testé par Domagk (1935), marque ’arrivée des sulfamides,

bien que leur usage ait rapidement conduit a 1’apparition de résistances (Aminov, 2010).

Ces avancées ont fondé 1” « age d’or des antibiotiques » (1940-1970), période a laquelle
de nombreuses classes ont été découvertes (Uddin et al., 2021). Cependant, cette période a
également vu émerger des souches bactériennes résistantes (Figure 3), un phénomene qui a
progressivement compromis 1’efficacité de ces molécules (Hutchings et al., 2019). Depuis
lors, face a ’augmentation des résistances, la recherche s’est principalement orientée vers la
modification des antibiotiques existants plutdt que vers I’innovation de nouvelles classes

(Aslam et al., 2018).

Tetracyclines, amphenicols, macrolides, glycopeptides,

ansamycins, lincosamides, streptogramins and
Arsphenamine Streptomycin cycloserine
(salvarsan) * Sulfones, nitrofurans, quinolones, azoles, phenazines,
ethambutol, thioamides
Prontosil Cephalosporin P +
PR Cephalosporin N
Penicillin T
1943 1945 1950 1960
l Golden Age
first sulfa drug
first b
; : carbapenems
the most important drug aminoglycoside monobactams
of the last century
Lipopeptides
first sulfonamide widely known first cephalosporins Sk
Quinolones

Linezolid (oxazolidinone)

Figure 3 : Chronologie des découvertes d'antibiotiques (Pancu et al., 2021)
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2. Définition des antibiotiques

Les antibiotiques (du grec anti, signifiant « contre », et bios, « la vie ») sont des
substances chimiques, naturelles ou synthétiques. lls peuvent étre produits par des micro-
organismes tels que certaines bactéries ou champignons, ou bien étre obtenus par synthése, en
imitant la structure des antibiotiques naturels. Leur action consiste soit a inhiber la croissance
des bactéries (on parle alors d’un effet bactériostatique), soit a les détruire directement (effet
bactéricide), de maniere ciblée (Sadikalay, 2018).

3. Caractéristiques des antibiotiques

Les antibiotiques présentent plusieurs caractéristiques fondamentales qui expliquent leur
efficacité thérapeutique. Ils exercent une activité antibactérienne spécifique, permettant de
traiter les infections causées par des bactéries. Leur toxicité sélective constitue un avantage
majeur, puisqu’ils ciblent préférentiellement les bactéries pathogénes sans altérer de maniére
significative les cellules humaines. De plus, leur efficacité persiste en milieu organique, une
propriété indispensable pour assurer leur action dans les divers compartiments de 1’organisme.
Enfin, les antibiotiques sont généralement bien absorbés et présentent une bonne diffusion
tissulaire, garantissant ainsi une concentration suffisante au site de 1’infection pour une prise

en charge optimale (Meskine et Benabdelkader, 2016).
4. Origine des antibiotiques

Jusqu’a la fin du XXe siécle, les antibiotiques étaient majoritairement issus de sources
naturelles. Les traitements médicamenteux destinés a lutter contre les infections reposaient sur
I’exploitation de micro-organismes (Figure 4) capables de produire des substances
antimicrobiennes. Toutefois, ces antibiotiques d'origine naturelle présentaient des limitations
notables, notamment une toxicité importante et une variabilité dans leur production. Ces
contraintes ont motivé le développement d'antibiotiques semi-synthétiques, obtenus par
modification chimique de molécules naturelles, puis d'antibiotiques entiérement synthétiques.
Cette évolution technologique a permis de concevoir des molecules plus stables, efficaces et
adaptées aux besoins thérapeutiques modernes (Oloke, 2000).

Ainsi, en fonction de la nature de la source, les antibiotiques peuvent étre regroupés en

trois catégories (Pancu et al., 2021):

o Composeés naturels : obtenus a partir de micro-organismes tels que les bactéries ou les

champignons.
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e Produits semi-synthétiques : produits naturels chimiquement modifiés pour améliorer

leur efficacité ou leur stabilité.

e Produits synthétiques : entierement congus par synthese chimique en laboratoire.

Actinomycetes

Synthetic

Other bacteria Fungal

Mupirocin Penicillins

Cephalosporins

Monobactams
Pleuromutilins

Polypeptides
Polymyxins

Fusidic acid

Current Opinion in Microbiology

Figure 4 : Origines et diversité des antibiotiques : des sources naturelles aux dérivés
synthétiques (Hutchings et al., 2019).

5. Les principales classes d’antibiotiques

Les antibiotiques constituent un ensemble de molécules aux structures chimiques variées
et aux propriétés thérapeutiques spécifiques, directement liées a leur structure. Par
conséquent, la structure chimique est considérée comme un critére fiable pour la classification
des antibiotiques. Sur cette base, les antibiotiques sont classés dans les catégories suivantes
(Figure 5): les B-lactamines, les macrolides, les tétracyclines, les aminosides, les sulfamides et
les quinolones (Etebu et Arikekpar, 2016; Pancu et al., 2021).
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Figure 5: Classes principales d'antibiotiques et leurs structures chimiques générales (Pancu et
al., 2021)
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5.1. Les bétalactamines

Les béta-lactamines constituent I'une des classes les plus répandues d'antibiotiques. Ils
regroupent quatre familles principales d'antibiotiques : les pénicillines, les céphalosporines,
les carbapénémes et les monobactames (Pancu et al., 2021). Leur mécanisme d'action repose
sur I'inhibition des protéines de liaison aux pénicillines (PLP), notamment les transpeptidases
impliquées dans la synthése du peptidoglycane (Etebu et Arikekpar, 2016). En mimant
structuralement le D-alanyl-D-alanine, substrat naturel des PLP, elles blogquent la formation
des liaisons croisées du peptidoglycane, entrainant une action bactéricide temps-dépendante
(Sadikalay, 2018). Leur spectre d'activité varie selon les familles, allant des pénicillines a
spectre étroit aux carbapénémes a large spectre. Les principaux mécanismes de résistance

incluent la production de béta-lactamases et la modification des PLP (Singleton, 2005).
5.2. Les aminosides (ou aminoglycosides)

Ce sont des hétérosides naturels ou hémi-synthétiques a effet bactéricide réservés a des
infections généralement sévéres (Buxeraud et Faure, 2016). 1ls se lient de maniere irréversible
a la sous-unité 30S du ribosome, inhibant ainsi le processus de traduction (Hutchings et al.,
2019 ; Pancu et al., 2021). Cette fixation entraine des erreurs dans la lecture de I'information

génétique portée par I'ARN messager (Figarella et al., 2007).
5.3. Les quinolones

Les quinolones sont de puissants agents antibactériens synthétiques, dont les molécules
sont dérivées structurellement du composé aromatique hétéro-bicyclique appelé quinoléine
(Pancu et al., 2021). lls se divisent en deux catégories : les quinolones classiques et les
fluoroquinolones a large spectre, ciblant certaines espéces spécifiques (Figarella et al., 2007).
Leur action repose sur I’inhibition des enzymes impliquées dans la régulation de la structure
de I’ADN, principalement les topo-isomeérases de type 1l, également appelées ADN gyrases
(Hutchings et al., 2019). Elles possedent une activité bactéricide et pénetrent efficacement a
I’intérieur des cellules eucaryotes, atteignant ainsi de bonnes concentrations intracellulaires

(Figarella et al., 2007).
5.4. Les sulfamides et le triméthoprime

Les sulfamides sont un groupe de composés synthétiques d’une grande importance
médicinale, contenant dans leur structure le groupe chimique sulfonamide (R-SO:-NR-)
(Pancu et al., 2021).Ces agents antimicrobiens ciblent des enzymes clés intervenant dans la

biosynthése de 1’acide folique et des folates, indispensables a la production des acides
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nucléiques (Hutchings et al., 2019). Les sulfamides inhibent la dihydropteroate-synthétase,
tandis que le triméthoprime agit spécifiquement sur la dihydrofolate-réductase. Ensemble, ces
inhibitions perturbent la synthese de I'ADN, conférant & ces composés une activité bactéricide
(Figarella et al., 2007).

5.5. Les macrolides, lincosamides et synergistines

Les macrolides sont des antibiotiques constitués d’un noyau lactone macrocyclique,
généralement composé de 14, 15 ou 16 atomes, auquel sont attachés divers sucres aminés
(Pancu et al., 2021). Ces molécules ciblent la sous-unité 50S du ribosome bactérien. Les
macrolides et les lincosamides exercent une action bactériostatique, tandis que les
synergistines sont bactéricides (Hutchings et al., 2019). Elles présentent également une bonne
capacité de pénétration intracellulaire, atteignant des concentrations élevées dans les cellules

eucaryotes (Figarella et al., 2007).
5.6. Les tétracyclines

Ce sont des composés possédant un noyau tétracyclique linéairement fusionné, auquel
sont attachés divers groupes chimiques (Pancu et al., 2021). Les premiéres molécules de cette
classe ont été obtenues respectivement a partir de Streptomyces aureofaciens et Streptomyces
rimosus, mais les molécules découvertes plus récemment sont semi-synthétiques (Chopra et
al., 2001). Leur cible d’activité antimicrobienne chez les bactéries est le ribosome (Hutchings
et al., 2019). Les tétracyclines perturbent I’ajout d’acides aminés aux chaines polypeptidiques

lors de la synthese des protéines dans cet organite bactérien (Etebu et Arikekpar, 2016).
6. Modes d’action des antibiotiques

Les antibiotiques se distinguent des antiseptiques par la spécificité de leur mécanisme
d’action. En effet, ils agissent sur des structures bactériennes précises appelées sites d’action
(McDonnell et Russell, 1999). L’efficacité d’un antibiotique résulte d’interactions complexes
entre 1I’organisme hote, ’antibiotique lui-méme, et les bactéries ciblées (Uddinet al., 2021).
Pour exercer son effet, un antibiotique doit remplir plusieurs conditions essentielles (Gaudy et
Buxeraud, 2005), il doit atteindre sa ciblebactérienne en traversant les barriéres
physiologiques, résister aux mécanismes d’inactivation enzymatique ou chimique, et se lier

efficacement a son site d’action.

Les antibiotiques, n’ayant pas le méme mécanisme d'action, sont classés par les

scientifiques en fonction de leur modes d’action, et de leur structure chimique (Kaur Sodhi et
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al., 2023). Quatre grandes cibles bactériennes ont ainsi été exploitées dans le développement

des médicaments antimicrobiens (Figure 6).
6.1. Inhibition de la réplication de ’ADN

Les fluoroquinolones (ex. ciprofloxacine) bloquent les enzymes ADN gyrase
(topoisomérase 11) et topoisomérase IV, essentielles pour la réplication et la séparation de
I’ADN. L’ADN gyrase est la cible principale chez les bactéries Gram-, tandis que la
topoisomérase IV est prioritaire chez les Gram+. Cela provoque des cassures de I’ADN et la

mort cellulaire (Shree et al., 2023).
6.2. Inhibition de la biosynthese des protéines

Certains antibiotiques inhibent la biosynthése des protéines bactériennes en ciblant le
ribosome, essentiel a la traduction de l'information génétique en protéines (Halawa et al.,
2024). Ces antibiotiques agissent spécifiquement sur les sous-unités 30S et 50S : les
aminosides et les tétracyclines ciblent la sous-unité 30S en interférant avec I’ARNr 16S ou la
liaison de I’ARNt, tandis que les macrolides, le chloramphénicol et les oxazolidinones
agissent sur la sous-unité 50S, bloguant la formation des liaisons peptidiques ou du complexe
d’initiation (Sadikalay, 2018 ; Uddin et al., 2021). Ces mécanismes empéchent la synthése des

protéines et freinent ainsi la croissance bactérienne (Halawa et al., 2024).
6.3. Inhibition de la synthése de la paroi cellulaire

La paroi bactérienne, composée de peptidoglycane (NAG-NAM liés par des chaines
d’acides aminés), est ciblée via les enzymes transpeptidase et carboxypeptidase responsables
de la réticulation (Halawa et al., 2024). Les antibiotiques (ex. béta-lactamines) perturbent ces
étapes, affaiblissant la paroi et entrainant la lyse cellulaire (Pancu et al., 2021 ; Belay et al.,
2024).

6.4. Inhibition du métabolisme de I’acide folique

Les sulfamides inhibent la dihydropteroate synthase, tandis que le triméthoprime bloque
la dihydrofolate réductase. Ces deux enzymes sont cruciales pour la synthése des folates,
nécessaires a la production d’ADN et de protéines (Sadikalay, 2018 ; Hutchings et al., 2019 ;
Pancuet al., 2021 ; Halawa et al., 2024).
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Figure 6 : Principaux sites d’action des antibiotiques (Martak, 2021).
7. La résistance aux antibiotiques
7.1. Définition

La résistance aux antimicrobiens désigne ’incapacité des micro-organismes a répondre

aux médicaments antimicrobiens tels que les antibiotiques (OMS, 2024).

7.2. Les types de résistance

On distingue principalement deux formes de résistance bactérienne aux antibiotiques :
7.2.1. La résistance naturelle (ou intrinseque)

La résistance naturelle est une caractéristique propre a une espéce bactérienne, affectant
I’ensemble de ses souches appartenant a la méme espece. Elle est permanente et d’origine
chromosomique, stable et transmise a la descendance (transmission verticale), et,
généralement, non transférable d’une bactérie a 1’autre (Sadikalay, 2018). La résistance
naturelle détermine le spectre d'action naturel de l'antibiotique et peut également servir d’outil

dans I’identification bactérienne (Mesaros et al., 2007 ; Nyaledome, 2016).
7.2.2. La résistance acquise

La résistance est qualifiée d’acquise lorsqu’une ou plusieurs souches appartenant a une
espece bactérienne initialement sensible a un antibiotique développent une capacité de
résistance (Elmeskini, 2011 ; Veyssiere, 2019). Elle se manifeste par 1’émergence d’une
résistance a un ou plusieurs antibiotiques chez des bactéries auparavant sensibles (OMS,
2024). Cette résistance peut avoir une origine chromosomique, liée a une mutation génétique,

ou extra-chromosomique via le transfert des plasmides (Sadikalay, 2018).
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7.2.3. La multi-résistance

La multi-résistance est généralement définie comme une résistance, ou une sensibilité
réduite, & au moins deux ou trois classes d'antibiotiques habituellement efficaces sur les
souches sauvages, notamment les béta-lactamines, les fluoroquinolones et les aminosides
(Obritsch et al., 2004 ; Shorr, 2009).

8. Les mécanismes de résistance microbienne aux antibiotiques

Les microorganismes ont développé divers mécanismes pour se protéger de 1’action des
antibiotiques. Parmi les plus couramment observés figurent la diminution de la perméabilité a
I’entrée des antibiotiques, expulsion par les pompes a efflux, la production d’enzymes
inactivatrices, ainsi que la modification de la structure de la cible. D’autres mécanismes
existent également, mais ils sont plus rares et spécifiques a certaines classes d’agents

antimicrobiens (Zhou et al., 2015 ; Sadikalay, 2018).
8.1. Résistance par production d’enzymes inactivant les antibiotiques

C’est 'un des mécanismes de résistance le plus répandu, il concerne presque toutes les
familles des antibiotiques (Sadikalay, 2018). Les bactéries développent des mécanismes
enzymatiques pour inactiver les antibiotiques, en modifiant leur structure ou en les détruisant.
Certaines enzymes bactériennes ajoutent des groupes chimiques tels que phosphoryl, acétyl
ou adényl aux antibiotiques, empéchant leur fixation sur la cible. Ce mécanisme est fréquent
contre des classes comme les aminosides, les fluoroquinolones, le chloramphénicol et les
streptogramines. En particulier, les enzymes modifiant les aminosides (AMES) inactivent ces
molécules par acétylation, adénylation ou phosphorylation. D’autres enzymes, comme les -
lactamases (Figure 7), hydrolysent le cycle B-lactame des (-lactamines, les empéchant de se
lier aux protéines de liaison a la penicilline (PBP), un mécanisme majeur de résistance a cette
classe (Zhou et al., 2015 ; Uddin et al., 2021 ; Halawa et al., 2024).
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Figure 7 : Résistance par production d’enzymes (Archambaud, 2009).

Les antibiotiques béta-lactamines (en rouge) sont inactivés par les béta-
lactamasesbactériennes avant d’atteindre leur cible (protéines liant la pénicilline, en blanc en
forme de "Y™").

8.2. Résistance par modification de la cible

Pour qu'un antibiotique agisse, il doit se lier a une cible spécifique dans la bactérie. Si
cette cible est altérée (par mutation ou substitution) de sorte que I'antibiotique ne peut plus s'y
fixer, la bactérie devient résistante. Ce mécanisme confere souvent une résistance a toute une

classe d'antibiotiques partageant la méme cible (Zhou et al., 2015 ; Halawa et al., 2024).
8.2.1. Modification des PLP

Les protéines de liaison aux pénicillines (PLP) sont cruciales pour la synthese de la paroi
bactérienne. Les antibiotiques B-lactamines les inhibent normalement, provoquant la lyse
cellulaire. La résistance apparait lorsque les PLP sont modifiées, soit par mutations réduisant
leur affinité pour l'antibiotique (ex. : PBP2a chez Staphylococcus aureus résistant a la
méthicilline), soit par surexpression d’isoformes naturellement moins sensibles (comme chez
Streptococcus pneumoniae). Cela empéche I'antibiotique de bloquer la synthése de la paroi
(Sadikalay, 2018 ; Uddin et al., 2021).

8.2.2. Modification de la cible ribosomale

Les ribosomes, complexes ribonucléoprotéiques responsables de la synthese protéique
bactérienne, sont la cible de nombreux antibiotiques tels que les tétracyclines, les macrolides,
les aminosides, le chloramphénicol, les lincosamides et les streptogramines. La résistance
peut apparaitre par des modifications des sous-unités ribosomiques 30S ou 50S, résultant de

mutations affectant les génes codant les ARN ribosomaux (ARNr 16S ou 23S) ou certaines
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protéines ribosomales (Kaur Sodhi et Singh, 2022; Belay et al., 2024 ; Halawa et al., 2024).
Ces altérations entrainent une modification conformationnelle du site de liaison de
I’antibiotique, réduisant fortement son affinité tout en préservant la fonction traductionnelle
du ribosome (Zhou et al., 2015). Ce mécanisme est principalement impliqué dans les
résistances aux tétracyclines, macrolides-lincosamides, phénicolés, acide fusidique, et dans

certains cas aux aminosides (Wilson, 2014).
8.2.3. Altération de la synthése des acides nucléiques

La gyrase de I'ADN est indispensable a la réplication de I'ADN. En inhibant son activite,
les antibiotiques appartenant a la classe des quinolones possédent une action bactéricide. Des
modifications peuvent aboutir a la production d'enzymes altérées qui ne sont pas affectées par
ces antibiotiques (Uddin et al., 2021 ; Belay et al., 2024).

L’ARN polymérase ADN-dépendante (transcriptase) est indispensable pour la production des
ARN messagers. Les rifamycines inhibent I'activité de cette enzyme. Les résistances obtenues

par mutation sont attribuées a la création de transcriptase altéree (Frangoise, 2008).
8.3. Efflux actif

L'efflux actif est un mécanisme utilisé par les bactéries et certaines cellules eucaryotes
pour expulser des substances toxiques, comme les antibiotiques, grace a des protéines
transmembranaires appelées pompes a efflux. Ce processus consomme de 1’énergie. Ces
pompes, a large spécificité de substrats, diminuent la concentration intracellulaire d’agents
antimicrobiens, réduisant ainsi leur efficacité (Figure 8). Elles sont classées selon leur substrat

et la source d’énergie utilisée (Belay et al., 2024 ; Halawa et al., 2024). On distingue :

- Les pompes SDR (Specific Drug Resistance), souvent portées par des éléments
génétiques mobiles, responsables d’une résistance élevée a des antibiotiques spéecifiques

(Frangoise, 2008).

- Les pompes MDR (Multidrug Resistance), généralement chromosomiques, conférant une

résistance plus faible a plusieurs substances (Zhou et al., 2015 ; Belay et al., 2024).
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Figure 8 : Résistance par le biais d'un efflux actif du systeme (Archambaud, 2009)
9. Résistance de Pseudomonas aeruginosa aux antibiotiques

Pseudomonas aeruginosa est une bactérie opportuniste particulierement préoccupante en
santé publique en raison de sa capacité a résister a un grand nombre d’antibiotiques,
notamment les aminosides, quinolones et B-lactamines (Hancock &Speert, 2000). Cette
résistance repose sur trois mecanismes principaux : intrinséque, acquis et adaptatif, qui

peuvent agir de facon complémentaire.
9.1. Résistance intrinséque

La résistance intrinséque correspond a l’insensibilité naturelle d’une bactérie a certains
antibiotiques, indépendamment de toute exposition préalable. Chez P. aeruginosa, elle
s’explique notamment, (Figure 9), par la faible perméabilité de la membrane externe, qui
limite I’entrée des antibiotiques ; 1’activation de pompes d’efflux, capables d’expulser les
molécules actives hors de la cellule, ainsi que la production d’enzymes inactivatrices, telles

que les B-lactamases (Breidenstein et al., 2011 ; Blair et al., 2015 ; Pang et al., 2019).
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Figure 9: Représentation schématique des mécanismes de résistance intrinséque aux

antibiotiques chez Pseudomonas aeruginosa (Pang et al., 2019)
9.2. Résistance acquise

La résistance naturelle de P. aeruginosa est aggravée par des résistances acquises,

rendant son éradication difficile et causant des infections persistantes (Pang et al., 2019).
a) Reésistance par mutations

Pseudomonas aeruginosa peut développer une résistance aux antibiotiques a la suite de
mutations génétiques. Ces mutations peuvent réduire la perméabilité¢ de la membrane
bactérienne en altérant I’expression de certaines porines, modifier les cibles des antibiotiques
comme 1I’ADN gyrase ou la topoisomérase IV (Aldred et al., 2014), entrainer la surexpression
de pompes d’efflux qui expulsent les antibiotiques hors de la cellule, ou encore augmenter la
production d’enzymes capables d’inactiver les antibiotiques, notamment les [B-lactamases

(Munita et Arias, 2016).
b) Acquisition de génes de résistance

La résistance peut €galement résulter de 1’acquisition de genes spécifiques via le transfert
horizontal entre bactéries, a I’aide de plasmides, transposons, prophages ou intégrons. Ces
éléments génétiques mobiles facilitent la dissémination de génes codant pour des enzymes
comme les métallo-B-lactamases, qui dégradent un large éventail d’antibiotiques, en

particulier les B-lactamines (Hong et al., 2015 ; Khosravi et al., 2017).
9.3. Résistance adaptative

P. aeruginosa peut développer, également, une résistance adaptative réversible en
réponse a des stress environnementaux tel que les antibiotiques, le pH, les carences nutritives,

etc (Motta et al., 2015). Cette adaptation passe par des modulations transitoires de
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I’expression génique, facilitant la survie dans des conditions hostiles (Breidenstein et al.,

2011).

La formation de biofilms et I’émergence de cellules dormantes dites “persistantes”,
capables de reprendre leur croissance apres disparition de 1’antibiotique, contribuent a
I’établissement d’infections chroniques et récidivantes (Cohen et al., 2013; Fisher et al., 2017;
Maurice et al., 2018).
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Objectifs

Notre étude, portant sur la recherche et la caractérisation phénotypique de Pseudomonas
aeruginosa isolée de viandes de poulet et de viande rouge commercialisées dans la wilaya de

Mila, a pour objectifs :
v D’estimer la charge microbienne en Pseudomonas spp dans chaque type de viande.

v/ D’identifier I’espéce Pseudomonas aeruginosa parmi les souches isolées a 1’aide de tests

phénotypiques et biochimiques.
v D’évaluer les profils de sensibilité aux antibiotiques chez les souches de P.aeruginosa.

1. Matériels et Méthodes
1.1. Matériel

Le matériel de prélévement, d’analyses microbiologiques et d’étude de la sensibilité
aux antibiotiques est listé en Annexe n°01. La majorité des milieux de culture utilisés durant

cette étude ont été préparés avant les analyses (Annexe n°02)
2. Méthode
2.1. Echantillonnage

Un total de 30 échantillons de viande, répartis équitablement entre 15 échantillons de
viande de poulet et 15 de viande rouge, a été collecté en vue de I’isolement et de

I’identification de Pseudomonas aeruginosa.

L’échantillonnage a été réalisé durant les mois de mars et avril 2025, aupres de 15
boucheries situées dans la wilaya de Mila, réparties comme suit : 8 dans la commune de Mila,
5 a Grarem Gouga, et 2 a Sidi Merouane.

Les prélevements ont été effectués de maniére aseptique apres 1’achat, puis conditionnés
dans des sacs de prélévement stériles. Le transport des échantillons a été assuré dans une
glaciére afin de maintenir la chaine du froid, et les analyses ont été réalisées le jour méme de

I’acquisition.
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2.2. Analyses microbiologiques

Elles ont été réalisées au laboratoire pédagogique du Centre Universitaire de Mila selon

les étapes suivantes :
2.2.1. Dénombrement du genre Pseudomonas

L’analyse a été réalisée conformément aux dispositions de I’ Arrété du 23 janvier 2019,
publié au Journal Officiel de la République Algérienne n°38 du 12 juin 2019, lequel définit la
méthode de dénombrement des Pseudomonas spp. présomptifs dans les viandes et produits
carnes, y compris les volailles. Cette méthode constitue une adaptation de la norme ISO

13720:2010, mise en ceuvre selon les étapes suivantes :
2.2.1.1. Prise d'essai, suspension mere

Pour chaque type de viande (poulet et viande rouge), 1 g a été pesé aseptiquement

introduit stérilement dans un tube contenant 9 ml de diluant Tryptone- Sel- Eau (TSE).

L'homogénéisation du contenu a été effectuée a I'aide d’un vortex (Figurel0).

Figure 10: Préparation de la solution mere
2.2.1.2. Préparation des dilutions

Une série de dilutions décimales (jusqu’a 107%) a été effectuée a partir de la solution
mére. A ’aide d’une pipette graduée stérile, 1 ml de la solution mére a été transféré dans un
premier tube contenant 9 ml de solution TSE (Figure 11). Chaque dilution a été homogénéisée

par agitation, et une pipette stérile distincte a été utilisée pour chaque nouvelle dilution.
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Figure 11 : Etapes de préparation des dilutions décimales.
2.2.1.3. Ensemencement et incubation

A T1’aide d’une pipette stérile, 0,1 mL de chaque dilution a été transféré sur la surface

d’une gélose sélective au cétrimide.

Le volume inoculé a été uniformément réparti a 1’aide d’un étaleur stérile jusqu’a
absorption compléte du liquide par la surface du milieu. Les boites ont ensuite été incubées a
25 °C pendant 48 heures, en position inversée (couvercles vers le bas).

2.2.1.4. Comptage et sélection des colonies

Apres la période d’incubation, les colonies présentes sur chaque boite de Pétri ont été
dénombrées. Seules les boites contenant un nombre de colonies compris entre 15 et 300 a été

retenu pour I’analyse.

Sur chacune des boites sélectionnées, trois colonies ont été prélevées de fagcon aléatoire,
en tenant compte de la diversité morphologique observée. Ces colonies ont ensuite été
soumises a des tests de confirmation pour Vérifier leur appartenance présumée au genre

Pseudomonas.

Sur gélose sélective a la cétrimide, les colonies suspectes de Pseudomonas peuvent
présenter des morphologies variées (Figure 12). Elles sont généralement plates, a bords
irréguliers. Certaines colonies peuvent également apparaitre bombées et d’aspect muqueux
(colonies mucoides), ce qui leur confére un aspect brillant. Elles peuvent étre pigmentées ou

non.
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Figure 12 : Différents aspects de colonies suspectes de Pseudomonas (Photo personnelle)
2.2.1.5. Confirmation du genre Pseudomonas
v Subculture

Chacune des colonies présélectionnées a été ensemencée en stries sur des boites de
gélose nutritive, afin de procéder a leur purification en vue de la confirmation. Les boites ont

été incubées a 25 °C pendant 24 a 48 heures.

A l’issue de I’incubation, une colonie bien isolée a été sélectionnée a partir de chaque

boite. Ces colonies isolées ont ensuite été utilisées pour les différents essais de confirmation.
v" Coloration de Gram

Un frottis bactérien a été préparé sur lame a partir d’une colonie isolée, en présence
d’une goutte d’eau distillée stérile. Apres séchage a 1’air libre, la lame a été fixée a la flamme.
La coloration de Gram a ensuite été réalisée selon la méthode classique : application du violet
de gentiane pendant une minute, suivi du lugol, puis d’une décoloration rapide a 1’éthanol.

Une contre-coloration a la fuchsine a été effectuée pendant 30 secondes.

Aprés séchage, I’observation a été réalisée au microscope optique avec objectif a immersion
(x100). Les bacteries Pseudomonas spp.sont apparues sous forme de bacilles Gram négatif, se

colorant en rose (Figure 13).
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Figure 13 : Aspect microscopique des bactéries du genre Pseudomonas apres coloration de
Gram (G x100) (Photo personnelle).

v Test de I’oxydase

Ce test vise a détecter la présence de cytochrome oxydase, une enzyme clé de la chaine

respiratoire aérobie.

Pour le réaliser, un disque d’oxydase est déposé sur une lame et humidifié avec une
goutte d’eau distillée stérile. Une colonie issue d’un milieu gélosé est ensuite prélevée a I’aide
d’une pipette Pasteur stérile et appliquée sur le disque. L’apparition d’une coloration violette

dans quelques secondes indique un test positif, révélant la présence de I’enzyme (Figure14).

Pseudomonas présente une réaction positive, se traduisant par une coloration violette rapide

du disque.

Figure 14 : Test oxydase (Photo personnelle)

v" Test catalase

Ce test permet de mettre en évidence I’activité de 1’enzyme catalase, capable de

décomposer le peroxyde d’hydrogene (H20:) en eau (H20) et oxygéne (O-).

Pour sa réalisation, une goutte de H202 & 3 % est déposée sur une lame de verre. A
I’aide d’une anse stérile, une petite quantité de culture bactérienne est prelevée, puis

délicatement mélangée a la goutte de réactif.
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L’apparition  immeédiate de bulles d’oxygene indique un résultat positif.
Dans ce protocole, Pseudomonas aeruginosa a produit une effervescence rapide au contact du
peroxyde d’hydrogene, confirmant un résultat catalase positif (Figurel5).

Figure 15 : Test catalase (Photo personnelle)
v Test TSI (Triple Sugar Iron)

Le milieu TSI permet d’évaluer la capacité de fermentation du glucose, du lactose, du

saccharose, ainsi que la production de gaz et de sulfure d’hydrogene (HzS).

Une colonie a été inoculée par pigqure dans le fond du tube (zone anaérobie) puis étalée
sur la pente (zone aérobie). Le tube a été incubé a 37 °C pendant 24 heures.

Chez Pseudomonas, aucun changement de couleur n’a été observé : culot et pente sont
restés rouges, indiquant 1'absence de fermentation des sucres, de production de gaz ou de H-S.

Ce résultat est typique d’une bactérie non fermentative & métabolisme oxydatif (Figurel).

Figure 16 : Test TSI
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2.2.1.6. Expression des resultats
Le dénombrement des Pseudomonas spp. a été réaliseé en deux étapes distinctes :

- Dans un premier temps, un dénombrement global a été effectué sur le milieu sélectif, en

comptant toutes les colonies ayant poussé a I’aide de la formule suivante :
N=ZC)/[V(n: + 0,1nz)d]
ou:

XC : somme des colonies comptées sur les boites retenues ;

V: volume d’inoculum déposé (en mL) ;
e 1, nz: Nnombre de boites a la premiére et a la deuxiéme dilution ;

d : facteur de dilution correspondant a la premiere dilution retenue.

- Ensuite, le nombre réel de Pseudomonas spp. aprés confirmation (oxydase, catalase, etc.)

a été estime apres confirmation par la formule :
a=(b/A)xN
ou:
e A:nombre de colonies testées (ici, 3) ;
e b :nombre de colonies confirmées comme Pseudomonas spp. ;
e N :résultat du dénombrement global (colonies présumées).

Les résultats sont exprimés en micro-organismes par gramme (produit solide), sous la

forme d’un nombre compris entre 1,0 et 9,9 multiplié par la puissance de 10.
2.2.2. ldentification présomptive de I’espéce Pseudomonas aeruginosa

Une fois le genre Pseudomonas confirmé par les tests biochimiques de base (oxydase,
catalase, TSI, etc.), une recherche plus ciblée de I’espéce Pseudomonas aeruginosa a eté

entreprise.

Bien qu’il n’ait pas été possible d’utiliser un systeme standardisé de type API 20 NE,
généralement reconnu pour I’identification bactérienne, une série de tests biochimiques

classiques a ét¢ mise en ceuvre afin d’établir une identification présomptive de I’espece.

Les résultats obtenus dans cette galerie de tests biochimiques classiques orientent

fortement vers 1’espéce Pseudomonas aeruginosa, bien qu’une confirmation définitive par
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techniques moléculaires ou galerie API n’ait pas été réalisée. L’identification repose donc sur
un profil biochimique cohérent mais non absolu, ce qui justifie 'usage du terme identification

présomptive.
Les tests réalisés incluent :
2.2.2.1. Test de réduction des nitrates

Le test de réduction des nitrates a été utilisé pour évaluer la capacité de Pseudomonas
aeruginosa a réduire les nitrates (NOs") en nitrites (NO2"), voire en azote gazeux (N2), par

I’action d’enzymes spécifiques.

La souche a été inoculée dans un bouillon nitrate contenant du nitrate de potassium, puis

incubée a une température de 35 a 37 °C pendant 24 a 48 heures.

A la fin de ’incubation, cinq gouttes de réactif nitrate 1 et cinq gouttes de réactif nitrate 2 ont
été ajoutées. Une coloration rouge apparaissant en moins d'une minute indique un résultat

positif, ttmoignant de la présence de nitrites (Figurel7).

En I’absence de coloration, une petite quantité de poudre de zinc a été ajoutée. Une
coloration rouge aprés ajout de zinc indique que les nitrates n'ont pas été réduits (test négatif),
tandis que 1’absence de coloration suggeére une réduction compléte des nitrates en azote

gazeux (test positif).

Un résultat positif, traduisant une capacité a réduire les nitrates en nitrites ou en azote

gazeux, est compatible avec le profil biochimique de Pseudomonas aeruginosa.

Figure 17 : Test de nitrate (Photo personnelle)
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2.2.2.2. Utilisation de I’acétamide

Ce test permet d’évaluer la capacité d’un isolat bactérien a utiliser I’acétamide comme
seule source d’azote. Lorsqu’il est métabolis¢, 1’acétamide libére de 1’ammoniac, dont la
présence est révélée par I’ajout du réactif de Nessler, qui réagit en formant une coloration

jaune a brun-jaune proportionnelle a la concentration d’ammoniac.

Une colonie bactérienne a été inoculée dans un tube contenant un bouillon a
I’acétamide, puis incubée a 37 °C pendant 24 a 48 heures. Apres incubation, 1 & 2 gouttes de

réactif de Nessler ont été ajoutées au tube.

Un changement de couleur vers le jaune pale ou brun-jaune indique un test positif,
correspondant a la production d’ammoniac. L’absence de coloration témoigne d’un test

négatif (Figure 18).

Dans notre étude, une coloration jaune-brun a été observée, indiquant la libération
d’ammoniac. Ce résultat est compatible avec le profil biochimique de Pseudomonas

aeruginosa.

Négatif  Positif

Figure 18 : Test d’utilisation de I’acétamide
2.2.2.3. Test Mannitol-mobilité

Le test mannitol-mobilité permet d’évaluer simultanément la fermentation du mannitol
et la mobilité bactérienne. Le milieu utilisé est semi-solide, contenant du mannitol et du rouge
de phénol comme indicateur de pH. La fermentation entraine une acidification visible par un
virage de couleur du rouge vers le jaune, tandis que la mobilité se manifeste par une diffusion

de la croissance dans toute la masse du milieu a partir de la ligne de piqare (Figure 19).
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L’ensemencement a été réalisé par une piqire centrale a 1’aide d’une pipette Pasteur

contenant la suspension bactérienne, puis incubé a 37 °C pendant 18 a 24 heures.

; )

{"—\ } <—Pipette pasteur

Ensemencement per
pigqurs centrals

Incubation 24h a 37°C

l

[—|
Mobilite™ ) smmmmm M T 110

Figure 19 : Lecture du test mannitol- mobilité

Les souches de Pseudomonas aeruginosa présentent un test mannitol négatif
(conservation de la couleur rouge), en lien avec leur métabolisme oxydatif, et une mobilité

positive clairement visible par la diffusion dans le milieu semi-solide (Figure 20).

Figure 20 : Réaction du Pseudomonas aeruginosa dans le milieu mannitol-mobilité
2.2.2.4. Test de citrate de Simmons

Le test du citrate a pour objectif de déterminer si une souche bactérienne est capable
d’utiliser le citrate comme unique source de carbone et d’énergie. Le milieu utilisé, citrate de
Simmons, contient du bleu de bromothymol comme indicateur de pH. L’utilisation du citrate

entraine une alcalinisation du milieu, traduite par un changement de couleur du vert au bleu.
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L’ensemencement a ¢été réalis€ a 1’aide d’une anse de platine stérile sur la surface

inclinée du milieu. L’incubation a été faite a 37 °C pendant 24 heures.

Aprés incubation, une croissance bactérienne accompagnée d’un virage net du milieu au

bleu a été observée, indiquant un test citrate positif (Figure21).

Certaines espéces du genre Pseudomonas sont capables d’assimiler le citrate. Le test
positif observé dans ce cas correspond au profil biochimique de Pseudomonas aeruginosa, qui

utilise couramment le citrate comme source de carbone.

N Test citrate

Figure 21 : Test de citrate de Simmons (Photo personnelle)
2.2.2.5. Tests uréase et TDA

Le test de l’'uréase repose sur I’hydrolyse de 1’'urée en ammoniac et en carbonate,
entrainant une alcalinisation du milieu détectée par un virage de couleur du rouge de phénol
vers le rose. Chez Pseudomonas aeruginosa, 1’expression de 1’'uréase est variable selon les
souches ; le résultat peut donc étre positif ou négatif. L’observation du milieu apres 24 heures

d’incubation a 37 °C permet d’interpréter cette activité (Figure22).

ERLALL

Negatlve

Figure 22 : Test de I’uréase (Photo personnelle).
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Le test TDA, réalise sur ce méme milieu aprés incubation, consiste a détecter la désamination
du tryptophane par 1’ajout de réactif au perchlorure de fer. Chez Pseudomonas aeruginosa, ce
test est constamment négatif, en raison de 1’absence de I’enzyme tryptophane désaminase.
L’absence de coloration brun-rouge et le maintien d’une couleur jaune permettent donc de

confirmer ce caractére (Figure23).

Figure 23 : Test de TDA négatif (photo personnelle)
2.2.2.6. Activité arginine dihydrolase (ADH)

Le test ADH a été réalisé pour évaluer la capacité de I’isolat a produire 1’enzyme
arginine dihydrolase, qui hydrolyse I’arginine en ornithine, ammoniac et dioxyde de carbone.

Cette réaction augmente le pH du milieu, entrainant un virage de couleur vers le violet.
L’essai a ¢été effectué¢ a 1’aide d’un kit commercial de bouillons Moeller, composé :

- d’un tube ADH, contenant de I’arginine,

- et d’un tube témoin (T), ne contenant pas d’arginine.

Les deux bouillons étaient initialement de couleur violette, et ont été ensemences avec
la méme souche bactérienne. Une fine couche de paraffine stérile a été ajoutée pour garantir

des conditions anaérobies, suivie d’une incubation a 37 °C pendant 24 a 48 heures.

Aprés incubation, le tube ADH a conserveé ou intensifié sa coloration violette, tandis que

le tube témoin est resté inchangeé ou a légérement jauni dans certains cas (Figure 24).

Les souches de Pseudomonas aeruginosa sont généralement capables de produire 1’arginine

dihydrolase.
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Avant incubation Aprés incubation

Figure 24 : Test ADH (Photo personnelle)
2.2.2.7. Production de fluorescéine sur milieu King B

Le milieu King B a été utilisé pour évaluer la capacité de la souche a produire de la
fluorescéine. Ce milieu favorise la biosynthése d’un pigment jaune-vert fluorescent

observable sous lumiére ultraviolette.

Aprés préparation du milieu et coulage en boites de Pétri stériles, une colonie
bactérienne a été ensemenceée en stries a la surface du milieu, puis incubée a 37 °C pendant 24
a 48 heures. L’observation a été réalisée sous lumiére UV en utilisant une chambre UV
(Figure 25).

Figure 25 : Chambre UV (Photo personnelle)

Une fluorescence jaune-vert a été détectée autour de la croissance bactérienne, indiquant
une production de fluorescéine. Ce phénomeéne est fréquemment observé chez Pseudomonas
aeruginosa(Figure26)
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Absence de fluorescence

Figure 26 : Recherche de pigments fluorescents sur le milieu King B (Photo personnelle)

2.2.3. Etude de la sensibilité aux antibiotiques (Antibiogramme)

Aprés confirmation du genre Pseudomonas et I’identification présomptive de 1’espéce
Pseudomonas aeruginosa, 1I’ensemble des souches présomptives isolées ont été soumises a un
test de sensibilit¢é aux antibiotiques. L’antibiogramme a été réalisé selon la méthode de
diffusion en milieu gélos¢, en utilisant des disques imprégnés d’antibiotiques placés sur
chaque souche en mesurant le diamétre des zones d’inhibition formées autour des disques

apres incubation.
2.2.3.1. Molécules d’antibiotiques testées

Un total de 9 antibiotiques appartenant a différentes familles a été testé. Le nom,
I’abréviation, la concentration des disques ainsi que les valeurs critiques des diametres
d’inhibition pour le genre Pseudomonas sont présentés dans le Tableau n°2 conformément

aux normes du Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI, 2024).
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Tableau 2 : Valeurs critiques des diameétres de zones d’inhibition pour Pseudomonas selon le

CLSI (2024).

Famille et sous-famille Nom Abréviation | Charge | R (<] I S (2
des mm) | (MM) | mm)
disques
()

Bétalactamines | Céphalosporines | Céfotaxime CTX 30 14 15-17 | 18

Bétalactamines | Carbapénémes Imipéneme IMP 10 15 16-18 | 19

Bétalactamines | Monobactames Aztréonam ATM 30 15 16-22 | 23

Fluoroquinolones Ciprofloxacine | CIP 5 15 16-20 | 21

Levofloxacine | LEV 5 13 14-16 | 17

Aminosides Amikacine AK 30 14 15-16 | 17

Gentamicine CN 10 12 13-14 | 15
Tobramycine | TOB 10 12 13-14 | 15
Polymyxines Colistine CT 10 17 - 18

2.2.3.2. Technique

La préparation des boites de Pétri consiste a couler de la gélose Mueller-Hinton a une

épaisseur uniforme de 4 mm, puis a laisser sécher la surface avant utilisation.

v' Préparation de la suspension bactérienne

A partir d’une culture pure et jeune (18 a 24 heures) sur gélose nutritive, quelques

colonies bien isolées et morphologiquement identiques ont été prélevées a 1’aide d’une pipette

Pasteur stérile. Ces colonies ont ét¢ mises en suspension dans 9 mL d’eau physiologique

stérile, puis homogénéisées soigneusement (Figure 27).

La densité de la suspension a été vérifiée a 1’aide d’un spectrophotométre UV-visible

utilisé en tant que densitometre. Selon les recommandations du CA-SFM (2024), I’absorbance
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mesurée a 625 nm doit étre comprise entre 0,08 et 0,13, ce qui correspond a une turbidité

équivalente a 0,5 Mc Farland, valeur standard pour les antibiogrammes.

Figure 27 : Préparation de la suspension bactérienne (Photo personnelle)
v" Ensemencement du milieu gélosé Muller Hinton

Un écouvillon stérile est trempé dans la suspension, puis essoré contre la paroi du tube.
La gélose Mueller-Hinton préalablement coulé dans une boite de Petri est ensemencée par
stries serrées en trois passages successifs en tournant la boite de 60° a chaque fois.

L’écouvillon est également passé sur la périphérie de la gélose.
v Application des disques d’antibiotiques

Les disques antibiotiques sont déposés a la surface de la gélose a 1’aide de pinces

stériles, sans les déplacer une fois en place (Figure 28).

Figure 28 : Application des disques d’antibiotiques sur la gélose Muller-Hinton.

v"Incubation

Les boites sont laissées en pre-diffusion pendant 30 minutes a température ambiante, puis

incubées a 37 °C pendant 18 a 24 heures.
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2.2.3.3. Lecture des résultats

Les zones d’inhibition sont mesurées avec précision a ’aide d’un pied a coulisse
(Figure 29). Les diamétres sont comparés aux seuils critiques précisés par le CLSI (2024),
permettant de classer les souches dans I’une des catégories : (S) sensible, (I) intermédiaire ou

(R) resistant.

Figure 29 : Mesure des diamétres d’inhibition autour des disques d’antibiotiques.
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Résultats et discussion

Résultats
1. Dénombrement de Pseudomonas spp

Dans cette partie, 1’étude microbiologique a porté sur I’évaluation de la charge en
Pseudomonas spp. dans des échantillons de viandes rouges et blanches. Les résultats obtenus
ont ét¢ comparés aux critéres microbiologiques fixés par 1’arrété interministériel du 2
Moharram 1438 correspondant au 4 octobre 2016, publié dans le Journal Officiel Algérien du
2 juillet 2017, relatif aux denrées alimentaires.

Selon ce texte réglementaire, la valeur seuil (m) pour la contamination de la portion
unitaire de viande rouge réfrigérée ou congelée est fixée a 10° UFC/g, tandis que la valeur
maximale (M) au-dela de laquelle le produit est considéré non conforme est de 10° UFC/g. En
I’absence de critéres officiels pour les viandes blanches, cette méme grille a été appliquée a

titre indicatif pour ces échantillons.
1.1. Viande blanche

Les résultats obtenus pour cette catégorie de viandes sont présentés dans le tableau 1. Sur
les quinze échantillons analysés (P1 & P15), un échantillon (P2) a été déclaré indénombrable
(IND), ce qui reflete une contamination élevée au-dela des limites mesurables. Les résultats
restants varient entre 7.0 x 10> UFC/g (P13) et 2.7 x 107 UFC/g (P10). La moyenne de
contamination pour la viande blanche est de 2.3 x 10° UFC/g, soit plus de deux fois la valeur

maximale autorisee.
Sur I’ensemble :
o 8 échantillons sont conformes (< 10° UFC/g),
e 4 échantillons présentent une contamination intermédiaire (10° <N < 109),

e 3 échantillons, dont un indénombrable, sont non conformes (> 10° UFC/g).

44



Résultats et discussion

Tableau 3 : Taux de contamination en Pseudomonas spp des échantillons de viande blanche

Echantillon Taux de contamination en Interprétation selon le JORADP
Pseudomonas spp (UFC/qg)
P1 55 x 10* Conforme
P2 IND Non conforme
P3 3,6 x 10° Conforme
P4 2,2 x 10° Acceptable
P5 2,0 x 10° Conforme
P6 3,6 x 10° Acceptable
P7 25 x 10° Acceptable
P8 6,4 x 10° Conforme
P9 8,7 x 10° Acceptable
P10 2,7 x 10’ Non conforme
P11 3,5 x 10° Non conforme
P12 1,6 x 10* Conforme
P13 7,0 x 10° Conforme
P14 9,5 x 10* Conforme
P15 3,5 x 10° Conforme
Moyenne 2,3 x 10°® Non-conformité réglementaire
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1.2. Viande rouge

Quinze échantillons de viande rouge (V1 a V15) ont été analysés. Les charges
microbiennes en Pseudomonas spp s’étendent de 1,0 x 10> UFC/g (V9) a 9,9 x 10° UFC/g
(V2) (Tableau 4). La moyenne de contamination calculée est de 1.3 x 10°UFC/g, une valeur

située au-dessus du seuil m, mais inférieure au seuil M.
- 11 échantillons sont conformes (< 10° UFC/g),

- 4 échantillons (V2, V5, V8 et V12) sont acceptables mais a surveiller,

- Non conformes (> 10°) : 0 échantillon
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Tableau 4 : Taux de contamination en Pseudomonas spp des échantillons de viande rouge

Echantillon | Taux de contamination en Pseudomonas Interprétation selon le
spp (UFC/g) JORADP
V1 1,4 x 10* Conforme
V2 9,9 x 10° Acceptable
V3 3.2x 10* Conforme
V4 4,1 x 10° Conforme
V5 4.4 x 10° Acceptable
V6 8.2 x 10° conforme
\Z 6,0 x 10° Conforme
V8 2.6x 10° Acceptable
V9 1,0 x 10° Conforme
V10 1,3 x 10° Conforme
V1l 7,4 x 10* Conforme
V12 1.8 x 10° Acceptable
V13 8,7 x 10° Conforme
V14 2,0 x 10° Conforme
V15 1,5 x 10° Conforme
Moyenne 1.3 x 105 Acceptable

47




Résultats et discussion

La viande rouge eétudiée présente donc une qualité microbiologique globalement

acceptable, bien que certains cas nécessitent un suivi préventif.
2. Identification de I’espece Pseudomonas aeruginosa

Sur I’ensemble des échantillons traités, 8 souches ont été identifiées comme
présomptivement Pseudomonas aeruginosa, répondant a 1’ensemble ou a la majorité des

critéres biochimiques testés. Il s’agit des souches suivantes :
- Viande blanche (Poulet) : P1, P3, P6, P10, P11, P12, P13
- Viande rouge : V9

Les autres souches ne présentent pas le profil biochimique typique complet de 1’espéce
ou ont échoué a un ou plusieurs tests discriminants majeurs, et sont donc considérées comme

appartenant a d’autres espéces du genre Pseudomonas.

La fréquence d’isolement des souches présomptives a été calculée séparément pour les
viandes blanches et rouges, ainsi que pour I’ensemble des échantillons analysés. Les résultats

sont présentés dans le tableau suivant :

Tableau 5 : Fréquence d’isolement des souches présomptives Pseudomonas aeruginosa

Type de viande | Nombre Souches de Taux de contamination
d’échantillons P.aeruginosa (%)

Viande blanche | 15 7 46,7 %

Viande rouge 15 1 6,7 %

Total 30 8 26,7 %

3. Résultats de I’antibiogramme

Les résultats de 1’étude de la sensibilit¢ des souches présomptives de Pseudomonas

aeruginosa aux 9 antibiotiques testées sont présentes dans le Tableau 6
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Tableau 6 : Interprétation des diamétres d’inhibition (mm) des souches présomptives de

Pseudomonas aeruginosaselon CLSI (2024)

Famille Sous-famille ATB |P1|P3|P6|P10 | P11 | P12 | P13 | V9 | Taux de

résistance
(%)

B - Céphalosporines | CTX |[R |[R |R |S S R |R |S |625%

lactamines R
Carbapénemes IMP |[R |R |R |R R R R R | 100%

Monobactames | ATM |R |S || S S R R S 37,5%

Fluoroquinolones CIP |S |S |S |S S S S S | 0%

LEV |S (S |S |S |S |[S |S |S |0%

Aminosides AK S |S |S |S S S S S | 0%

CN |[S |S |S |S |S |S |S |S |[0%

TOB |S |[S |[S |S |S |S |S |S |0%

Polymyxines CT S |S|S |R |S S S R | 25%

L'analyse de ces résultats révéle un taux global de résistance de 25% (18 résistances sur
72 tests antibiotiques), avec aucune souche pan-sensible (0%). Toutes les souches testées

(100%) ont présenté une résistance a au moins un antibiotique (principalement I'imipéneme).

En outre, trois souches (P1, P12, P13) ont présenté une résistance a trois antibiotiques

(37,5%) appartenant a 3 sous-familles distinctes de B-lactamines (Tableau7).
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Tableau 7 : Profils de résistance par souche

Souche | Antibiotiques concernés par la résistance | Nombre d'ATB résistants
P1 CTX, IMP, ATM 3
P3 CTX, IMP 2
P6 CTX, IMP 2
P10 IMP, CT 2
P11 IMP 1
P12 CTX, IMP, ATM 3
P13 CTX, IMP, ATM 3
V9 IMP, CT 2

Nos résultats montrent que les carbapénémes (imipénéme) présentent le taux de
résistance le plus élevé, avec 100 % des souches testées résistantes. Viennent ensuite les
céphalosporines (cefotaxime), avec un taux de résistance de 62,5 %. Les monobactames
(aztréonam) affichent une résistance intermédiaire de 37,5 %. En revanche, les
fluoroquinolones, notamment la ciprofloxacine et la lévofloxacine, ont montré une efficacité
totale, avec 0 % de résistance enregistrée. Les aminosides (amikacine, gentamicine et
tobramycine) ont également présenté une efficacité complete, sans aucune souche résistante.
Enfin, la colistine, une polymyxine utilisée en dernier recours, a présenté un taux de resistance
modeéré de 25 %.

Discussion

Assurer la qualité microbiologique et la sécurité de la viande de volaille demeure un défi
majeur pour I’industrie agroalimentaire a 1’échelle mondiale. Bien que de nombreuses
recherches aient été consacrées a la detection de pathogenes tels que Salmonella, Listeria et
Campylobacter, notamment en lien avec leur comportement sous différentes conditions de
transformation, de décontamination ou de stockage, la contamination de la viande par des

bactéries d’altération reste relativement peu étudiée.
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Cette sous-représentation dans la littérature est d’autant plus préoccupante que la viande
fraiche est particulierement périssable. Elle présente une durée de conservation courte, ne
dépassant genéralement pas 5 a 7 jours en condition aérobie sous réfrigération (Can, 2022),
durée encore réduite lorsque la viande est hachée, en raison d’une meilleure dispersion des

contaminants microbiens et d’'une augmentation de la croissance bactérienne (Tsafrakidou et

al., 2023).

Dans ce contexte, la flore d’altération est dominée par des bactéries psychrotrophes
aérobies, en particulier les espéces du genre Pseudomonas, reconnues comme les principaux
agents responsables de la détérioration des viandes rouges et blanches a basse température.
Leur prédominance sur d'autres genres tels que Psychrobacter, Acinetobacter, Moraxella ou
Alcaligenes a été bien documentée (Corry, 2007), et justifie 1’intérét croissant pour la

quantification et la caractérisation de ces micro-organismes dans les produits carnés.

Dans cette étude, et sur un total de 30 échantillons de viande analysés dans cette étude, la
moyenne globale de contamination en Pseudomonas spp. a été estimée a 1,2 x 10° UFC/g.
Selon I’arrété interministériel du 2 Moharram 1438 correspondant au 4 octobre 2016, publié

dans le JORADP du 2 juillet 2017, la viande est considérée :
o conforme si la charge est < 10° UFC/g (valeur seuil m),
» acceptable entre 10° <N < 10° UFC/g (valeur maximale M),
« non conforme au-dela de 10° UFC/g.

Ainsi, la moyenne globale obtenue durant cette étude dépasse la valeur maximale

autorisee, ce qui indique une non-conformité réglementaire.

Ces résultats pourraient étre attribués a divers facteurs extrinseques liés aux pratiques
d’hygiéne tout au long de la chaine de production. Des manipulations post-abattage
inappropriées, des conditions de transport ou de stockage réfrigéré non conformes, ainsi que
des contaminations croisées provenant de 1’environnement, des équipements ou du personnel

sont autant de vecteurs potentiels de contamination.

Laura et Mauro (2007) ont rapporté que ce genre bactérien était responsable d’environ
90% des cas de détérioration des aliments entreposés en conditions aérobies. Par ailleurs,
Corry (2007) a mis en évidence une relation directe entre la concentration initiale de
Pseudomonas sur la viande et sa durée de conservation en conditions aérobies réfrigérées.

Cela souligne I’importance de mieux comprendre la dynamique de contamination par ce genre
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bactérien, notamment dans une optique de maitrise de la qualité microbiologique des produits

carnés.

Nos résultats corroborent ceux rapportés par Yagoub (2009), qui a identifié
Pseudomonas comme le principal groupe de bactéries psychrotrophes isolé de carcasses
réfrigérées conservées entre 7 et 14 jours. D’autres études (Handley et al., 2018 ; Rouger et
al., 2018 ; Chen et al., 2020) confirment également la prédominance de Pseudomonas sur les
carcasses de volaille en abattoir, en soulignant leur forte capacité d’adaptation aux

températures froides et a des conditions de conservation prolongées.

Par catégorie, la viande blanche présente une contamination moyenne élevée de 2,3 x 10°
UFC/g, montrant une non-conformité microbiologique marquée des viandes blanches, avec
une moyenne de contamination en Pseudomonas spp. dépassant largement la limite maximale
autorisée. Plus du tiers des échantillons analysés sont au-dela du seuil réglementaire, ce qui

met en évidence un niveau de contamination préoccupant.

En revanche, les échantillons de viande rouge, avec une moyenne de 1,3 x 10° UFC/g,
présentent une charge moyenne située entre les seuils m et M, ce qui les classe dans la
catégorie acceptable mais a surveiller. Bien qu’aucun échantillon ne soit non conforme, la
présence de plusieurs cas proches de la limite supérieure nécessite un suivi régulier pour

garantir la sécurité microbiologique de ces produits sur le marché.

Ainsi, les résultats obtenus révélent une contamination plus importante par Pseudomonas

dans la viande blanche comparée a la viande rouge.

Ces observations rejoignent celles de Wong et al. (2015), qui ont noté un taux
d’isolement de Pseudomonas plus élevé dans la viande de poulet (63 %) comparé a la viande
rouge (38 %). Des résultats similaires ont été observés par Bantawa et al. (2018), qui ont
montré un pourcentage plus élevé de Pseudomonas chez le poulet (46,6 %) que chez le
mouton (40 %) et Chikaet al. (2016) au Nigéria ou les échantillons de poulet étaient plus

contamineés par P. aeruginosa (28 %) que les échantillons de mouton (20 %).

De méme, les données rapportées par Bloomfield et al. (2024) confirment une
contamination plus marquée par Pseudomonas aeruginosa dans le poulet que dans d'autres
types de viandes. Ces auteurs attribuent cette prévalence accrue a la manipulation intensive de
la volaille, qui favoriserait les contaminations croisées tout au long des étapes post-abattage,
notamment lors de la transformation, de I’emballage et du stockage. Par ailleurs, Can (2022)

et Tsafrakidou et al. (2023) soulignent que la viande de volaille crue est particulierement
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sujette a la détérioration, notamment en raison de caractéristiques intrinseques telles qu’un pH
généralement supérieur a 6,0, ainsi qu’une activité de 1’eau (Aw) élevée, qui créent ensemble
des conditions propices au développement de micro-organismes psychrotrophes tels que les

Pseudomonas.
Identification de I’espéce Pseudomonas aeruginosa

A la suite de I’évaluation quantitative de la charge microbienne en Pseudomonas spp,
une démarche d’identification spécifique a été engagée pour détecter la présence de I’espéce
Pseudomonas aeruginosa. Pour ce faire, une souche bactérienne a été isolée de chaque
échantillon ayant servi a I’énumération, et soumise a une galerie biochimique classique
permettant 1’identification présomptive fondée sur les caractéristiques phénotypiques et
enzymatiques reconnues de 1’espéce. Cette méthode, bien que largement utilisée en
microbiologie alimentaire, permet uniquement une identification présomptive. En 1’absence
de confirmation moléculaire (PCR spécifique, séquencage 16S) ou d’identification
automatisée (type API ou VITEK), les résultats obtenus doivent étre interprétés comme une

approximation du profil de I’espéce recherchée, et non comme une confirmation définitive.

Dans cette etude, P. aeruginosa a été détecté dans 26,7 % des cas. La répartition selon le
type de viande montre une prévalence de 46,7 % dans la viande blanche, contre seulement

6,7 % dans la viande rouge.

Le taux relativement élevé (26,7 %) d’isolement de Pseudomonas aeruginosa observé
dans notre étude pourrait étre lié a sa capacité a former des biofilms, un facteur de virulence
majeur chez cette espece. Toutefois, comme le soulignent Deiab et al. (2023), cette capacité
varie considérablement d’une souche a 1’autre, certaines présentent une production de biofilm

marquée, tandis que d’autres n’en forment que faiblement, voire pas du tout.

La fréquence d’isolement de souches présomptives P. aeruginosa est nettement plus
élevée dans la viande blanche que dans la viande rouge. Ce résultat corrobore les données de
charge microbienne globale, qui indiquaient déja une contamination plus importante des

viandes blanches.
Etude de la sensibilité aux antibiotiques

Dans cette étude, les souches présomptives de Pseudomonas aeruginosa isolées a partir
des échantillons de viandes ont été soumises a un test de sensibilité aux antibiotiques selon la
méthode de diffusion sur gélose Mueller-Hinton. Neuf antibiotiques représentant différentes

familles ont été évalués. Les resultats révelent une variabilité importante des profils de
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résistance, avec certains antibiotiques totalement efficaces tandis que d’autres présentent des

taux de résistance élevés.

L’analyse des antibiogrammes montre une résistance élevée aux [-lactamines, en
particulier aux carbapénemes (100 %) et aux céphalosporines (62,5 %), ce qui souléve des
inquiétudes quant a ’efficacité de ces antibiotiques, souvent utilisés en dernier recours. A
I’inverse, aucune résistance n’a été détectée pour les fluoroquinolones (ciprofloxacine,
Iévofloxacine) et les aminosides (amikacine, gentamicine, tobramycine), indiquant une bonne

sensibilité. La colistine présente un taux de résistance de 25 %

La résistance de P. &ruginosa aux antibiotiques habituellement prescrits a augmenté
durant les études suscitées. Ce constat est partagé par d’autres auteurs tels que (Kaushik et al.,
2001). Ceci compromet leur efficacité clinique et rend plus difficile le choix du traitement.
Dans ces études, P. &ruginosa présentait des résistances élevées aux bétalactamines. En effet
plus du tiers des souches étaient résistantes a ceftazidime (CAZ) et aztréonam (AZT). Le taux
de résistance a I’'imipénéme (IPM) était nettement élevé. Ce résultat est cohérent avec celui
rapporté par (Khorvash et al., 2017). en lIran, qui ont observé un taux de résistance a
I'imipénéme de 97,9 % parmi les isolats de P. aeruginosa testés. En Egypte, des taux de
résistance a l'imipénéme de 78,3 % et 72 % ont été précédemment signalés par (Abaza et al.,
2017) et (Diab et al., 2013) , respectivement. En revanche, nos résultats different de ceux
rapportés par (Farhan et al., 2019). et (Elmaraghy et al., 2019) en Egypte, qui ont constaté

des taux de résistance a I'imipénéme de seulement 8 % et 14,9 %, respectivement.

En comparaison avec les résultats de Mellouk et Meradji (2017), les données actuelles
confirment une aggravation du profil de résistance. Sur 70 isolats, Mellouk et Meradji avaient
déja observé des taux élevés de résistance a la ceftazidime (64,28 %), a I’imipénéme
(45,71 %) et a plusieurs autres antibiotiques. Néanmoins, ils rapportaient encore une
sensibilité complete a la colistine, contrairement aux résultats récents. De plus, les résistances
aux aminosides et fluoroquinolones étaient plus élevées en 2017 que dans notre étude

actuelle, ce qui pourrait refléter une modification des pratiques thérapeutiques.

Ces résultats rejoignent partiellement ceux de Meradji et al. (2016), qui avaient
¢galement observé divers niveaux de résistance aux B-lactamines parmi les souches de P.
aeruginosa testées. Cependant, dans leur étude, les fluoroquinolones (en particulier la
ciprofloxacine et la lévofloxacine) figuraient parmi les molécules les plus actives contre les
isolats etudiés, ce qui est cohérent avec nos observations actuelles. Cette concordance

confirme que, malgré une progression globale de la résistance, certaines molécules comme les
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fluoroquinolones restent des options thérapeutiques efficaces dans certains contextes,

probablement en raison d’une moindre pression sélective ou d’un usage plus ciblé.

Nos données révelent que 37,5% des souches (P1, P12, P13) répondent aux critéres
techniques de multirésistance (MDR) avec une résistance a trois sous-familles de B-
lactamines (céphalosporines, carbapénemes, monobactames). Cependant, cette résistance
multiple intra-famille (ici, B-lactamines) refléte un mécanisme unique plutét qu'une vraie
multirésistance. Ces souches rendent inefficace toute la classe des [-lactamines anti-

Pseudomonas.

La détection de souches bactériennes résistantes aux antibiotiques dans les denrées
alimentaires représente une menace serieuse pour la santé publique. En effet, la chaine
alimentaire constitue un vecteur potentiel de dissémination silencieuse des génes de
résistance, notamment vers la flore intestinale humaine. Cette transmission peut se produire
par ingestion directe d’aliments contaminés ou via une manipulation inadéquate, facilitant
ainsi I’émergence d’infections opportunistes difficiles a traiter. Les bactéries multirésistantes
présentes dans les aliments peuvent aussi servir de réservoirs de résistance, transférant leurs
déterminants génétiques a des pathogenes humains par des mécanismes horizontaux,

aggravant considérablement le probléme de 1’antibiorésistance.

Dans le cadre de cette étude, seuls les isolats présomptifs de Pseudomonas aeruginosa
ont été soumis a des tests de sensibilité aux antibiotiques, en raison de certaines limitations
techniques. Cependant, il est raisonnable de penser que si les conditions avaient permis
d’analyser également les autres especes du genre Pseudomonas non identifiées a I’espece, des
profils de résistance variés, voire plus alarmants, auraient pu étre mis en évidence. Cela
suggere que I’ampleur réelle du phénomene de résistance dans ces matrices alimentaires est
probablement sous-estimée, et renforce 1’urgence de mettre en place des programmes de

surveillance plus larges et systématiques.
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Conclusion

L’étude microbiologique menée sur 30 échantillons de viandes rouges et blanches a
révélé une contamination significative par des souches du genre Pseudomonas spp., avec une
prédominance marquée dans les viandes blanches. La moyenne globale de contamination
dépasse les seuils réglementaires fixés pour les viandes rouges, et dans le cas des viandes
blanches, la majorité des échantillons analysés étaient non conformes, traduisant une

altération microbiologique préoccupante.

Cette forte présence de Pseudomonas spp., et notamment de souches présomptives de
Pseudomonas aeruginosa (détectées dans prés de 27 % des échantillons), met en lumiére
I’impact critique de pratiques sanitaires inadéquates. La contamination est trés probablement
favorisée par des facteurs extrinséques tels que ’abattage artisanal, les manipulations post-
abattage, le conditionnement rudimentaire, 1’absence de chaine du froid lors du transport,
ainsi que la vente dans des environnements exposés (étals de rue, marchés informels). A cela
s’ajoutent des caractéristiques physico-chimiques propres a la viande blanche qui favorisent la

croissance rapide des bactéries psychrotrophes.

D’un point de vue de santé publique, la détection de Pseudomonas aeruginosa, une
bactérie opportuniste connue pour sa capacité a former des biofilms et sa multirésistance, est
particulierement préoccupante. L’antibiogramme réalisé sur les souches présomptives de cette
espeéce a révélé une résistance élevée aux antibiotiques de la famille des [B-lactamines,
notamment aux carbapéneémes (100 % de résistance) et aux céphalosporines (62,5 %). Cette
situation compromet 1’efficacité des antibiotiques les plus utilisés dans les cas d’infections

graves a bacilles Gram négatif.

Bien que les fluoroquinolones et les aminosides se soient montrés globalement efficaces
dans cette étude, une résistance a la colistine a été détectée dans 25 % des cas, ce qui
représente une alerte majeure. La colistine étant considérée comme un antibiotique de dernier
recours, la perte de son efficacité pourrait avoir des répercussions cliniques dramatiques

importantes.

Ces résultats traduisent une tendance alarmante a 1’augmentation des profils de résistance
chez les bactéries environnementales, probablement liée a 1’utilisation excessive ou non
réglementée d’antibiotiques en élevage. Ils soulignent I’importance d’un encadrement strict de
I’usage vétérinaire des antibiotiques, ainsi que la nécessité de renforcer les programmes de

surveillance microbiologique tout au long de la chaine agroalimentaire.
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Enfin, cette étude appelle a une vigilance accrue, notamment dans la filiére avicole, a
travers la mise en ceuvre de bonnes pratiques d’hygiéne, de transport, de conservation et de

transformation, afin de limiter 1’exposition du consommateur aux agents pathogénes

multirésistants.
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Annexe 1

Matériel utilisé

v Matériel de prélevement

- Glaciére

- Sacs de prélevement

Figure 1: Sac de prélevement (Photo personnelle)

v’ Matériel d’analyses microbiologiques : le matériel et les produits utilisés durant cette
étude sont mentionnés dans ce tableau
Tableau 1 : Matériel et produits d’analyses microbiologiques

Instruments Produits
Appareils et instruments | Verrerie Milieus Les réactifs
- Bain-marie - Tubesenvis | -Gélose au cétrimide -TDA
-Agitateur chauffant - Bécher -Milieu TSI -Violet de gentiane
-Agitateur Vortex - Erlenmeyer -Milieu citrate de Simmon | - Lugol
-Etuve - Flacon - Gélose nutritive - Alcool
-Autoclave - Pipette -Bouillon Tryptone- Sel- -Ethanol
-Balance gracuice =au -Fuchsine

-Microscope optique
-Bec Bunsen
-Chambre UV
-Micropipette

-Anse de platine

- Pipette pasteur

- Boites de Petri

-Bouillon Nitraté
-Bouillon acétamide
-Milieu King B

-Milieu mannitol-mobilité

-Bouillons Moeller (ADH)

-Réactifs nitrate 1 et
2

-Poudre de zinc

-Réactif de Nessler
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v Matériel et produits spécifique a 1’étude de la sensibilité aux antibiotiques
- Milieu Mueller Hinton
- SpectrophotomeétreUV- visible (figure 2)
- Disques d’antibiotiques (figure 3)

Figure 2:Spectrophotométre (Photo personnelle)

Figure 3 : Les disques d’antibiotiques(Photo personnelle)
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Annexe 2

Préparation des milieux de culture

Principe général de préparation : Pour la plupart des milieux de culture secs commerciaux,

la préparation suit ces étapes :

Dissolution : Peser la quantité spécifiée de poudre et la dissoudre dans 1 litre d'eau distillée.

Chauffage : Chauffer doucement le mélange (avec agitation si nécessaire) jusqu'a dissolution

compléte de tous les composants, y compris I'agar si le milieu est solide.

Tableau 3: Quantités recommandées pour la préparation de certains milieux de culture

Nom de milieu

Quantité pour 1 litre

Milieu TSI 659
Milieu citrate de simmons 24,29
Milieu GN 32,29
Milieu Miuller Hinton 389
Bouillon tryptophane 10g
Bouillon nitraté 8a10g
Milieu King A 239
Milieu King B 359
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