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Introduction

Staphylococcus aureus est un agent opportuniste pour les humains et les animaux et
provoque une grande variété de maladies allant d’une infection bénigne de la peau a des
maladies plus graves comme la pneumonie et la septicémie. S.aureus est I'un des principaux
agents bactériens qui causent des maladies d'origine alimentaire chez I'Homme dans le
monde. L'intoxication alimentaire par les staphylocoques est considérée comme l'une des

principales causes des maladies d'origine alimentaire (Normanno et al., 2006).

La résistance aux antibiotiques est une préoccupation importante pour la santé publique
dans le monde entier. Le développement de la résistance a la fois chez les agents pathogenes
bactériens humains et animaux a été associé a l'utilisation thérapeutique intensive
d'antibiotiques ou a leur administration en tant que promoteurs de croissance dans la
production animale (Mirzaei et al., 2012). Les souches de S.aureus résistantes a la méthicilline
(SARM) présentent une résistance a tous les antibiotiques de la famille des B-lactamines grace
a l'acquisition d’une cassette mobile staphylococcique (SCCmec), qui porte le gene mecA
(Yanget al., 2016). Le SARM est I’un des agents pathogénes nosocomiaux les plus répondus,
représentant une cause majeure de maladies invasives chez les personnes hospitalisées dans

de nombreux pays (De Miranda et al., 2007).

L'épidemiologie de SARM a radicalement changé au cours des derniéres années. Elle était
d'abord un agent pathogéne nosocomial (HA-MRSA), mais les infections au sein de la
communauté (CA-MRSA) deviennent de plus en plus fréquentes chez les personnes sans
contact avec les centres de santé. Depuis 2005, la présence d'un clone distinct de SARM a été
signalée chez une grande variété d'espéces animales, ce qui a été appelé SARM associé au
bétail (Livestock-associated MRSA) (LA-MRSA). Récemment, des souches de SARM ont été
détectées chez des animaux de production alimentaire tels que le porc, le bétail, le poulet et
d'autres animaux , ainsi que dans divers types de produits alimentaires, y compris la viande de
poulet crue, le porc et la viande bovine, le lait et les produits laitiers et les produits de la péche
(Morcillo et al., 2015).

La contamination des aliments peut se produire directement des animaux d’élevage
infectés ou peut résulter d'une mauvaise hygiene au cours des processus de production, ou le
commerce de detail et le stockage des aliments. En outre, les aliments contaminés par des
bactéries resistantes aux antibiotiques représentent des véhicules idéaux pour la transmission

de souches résistantes aux antibiotiques (Akindolire et al., 2015).
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Introduction

En Algérie, des études scientifiques ont été publiées pour la présence des entérobactéries
productrices de B -lactamases a spectre eétendu (BLSE) et les entérobactéries productrices de
carbapénemases (EPC) dans le lait (Yaici et al., 2016), tomate (Touati et al., 2017) et
poissons (Brahmi et al., 2015) par contre y’a peu d’étude publiée pour la présence de SARM
dans les denrées alimentaires. A cet effet, 1’objectif de cette étude est de déterminer la
prévalence de SARM dans diverses denrées alimentaires et d’étudier leurs profils de

résistance vis-a-vis de différentes familles d’antibiotiques.
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I) Staphylococcus aureus
I.1. Généralités

Le nom Staphylococcus (staphyle = grappe de raisin en Grece) a été introduit en 1883 par
Alexander Ogston. Un an plus tard Rosenbach a fourni la premiere description du genre
Staphylococcus (Argaw et Addis, 2015). A ce jour, 50 espéces et sous-espéces de
Staphylocoques ont été décrites (Hennekinne et al., 2011).

Les souches de S.aureus apparaissent sous forme sphérique, Gram positif, isolés ou
regroupés en grappe de raisin. Elles sont aéro-anaérobie facultatif et immobile. L’espece
S.aureus peut étre différenciée des autres Staphylocoques par la présence de la catalase et de
la coagulase. Cette bactérie peut se développer dans une large gamme de températures (7°C a
48,5°C avec un optimum de 30 a 37 ° C), pH (4,2 & 9,3, avec un optimum de 7 a 7,5) et des
concentrations en chlorure de sodium (jusqu'a 15% de NaCl). Ces caractéristiques permettent

a S. aureus de se développer dans une grande variété d'aliments (Le loir et al., 2003).

S. aureus est une bactérie pathogéne opportuniste couramment associée a la colonisation
asymptomatique de la peau et des surfaces muqueuses des humains et des animaux. Cette

espéce est I'une des principales causes de maladies chez I'Homme (Kumar et al., 2016).
1.2. Facteurs de virulence

S.aureus produit plusieurs facteurs de virulence qui peuvent contribuer de différentes
facons a leur pathogénicité (figurel). Ces facteurs sont divisés en différents groupes,

comprenant les protéines de surface, les enzymes et les toxines (Mitra et al., 2013).
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Figure 1 : Facteurs de virulence de S.aureus (Lowy, 1998)
Le schéma A : montre les principales protéines de surface et secrétées de S.aureus

Le schéma B et C : montrent des sections transversales de I'enveloppe de la cellule

1.2.1. Protéine de surface

La fixation de S.aureus a la surface de la cellule héte initiant le processus de colonisation
est médiée par plusieurs adhésines. Une classe majeure d’adhésines de S.aureus comprend des
protéines ancrées de maniére covalente au peptidoglycane de la cellule. Ce sont les
MSCRAMM (Microbial Surface Component Reconinzing Adhesive Matrix Molecule) qui se
fixent spécifiqguement aux composants de la matrice plasmatique ou extracellulaire. Ces
molécules reconnaissent les composants les plus importants de la matrice extracellulaire ou
plasma sanguin y compris fibrinogene, collagene et la fibronectine. Les Membres types de la
famille MSCRAMM incluent la protéine staphylococcique A (sp A), la protéine de liaison a la
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fibronectine (FNBP), protéine de liaison au collagéne (Cna) et facteur d’agglutination (CIfA/
CIfB) (Bienetal., 2011).

1.2.2. Toxines
1.2.2.1. Leucocidine de Panton-Valentine (PVL)

La PVL est une exotoxine bicomposante localisée dans des bactériophages, codée par
deux genes LukF-PV et LukS-PV (Watkins et al., 2012). Cette toxine endommage les
membranes cellulaires de défense de 1’hote et des érythrocytes par 1’action synergique de

deux classes non associées de protéines sécrétoires, désignées S et F (Lina et al., 1999).
1.2.2.2 Les hémolysines
¢ Alpha-hémolysine ou alpha-toxine

Cette toxine de 31KDa est sécrétée en fin de phase exponentielle de croissance par 80 a 90
% des souches de S.aureus. Les monomeres de 1’alpha-toxine s’oligomérisent a la surface
membranaire des cellules cibles et forment alors un pore heptamérique. Celui-ci induit des
perturbations au niveau de la perméabilité membranaire, notamment des échanges Na'/K"
(Vincenot et al., 2008).

e Béta-hémolysine ou béta-toxine

La toxine-béta est une sphingomyélinase neutre indépendante de Mg?* qui hydrolyse la
sphingomyéline de la membrane plasmique de la cellule héte pour générer de la
phosphocholine et céramide. Elle ne lyse pas la plupart des types de cellules hdtes mais les

laisse sensibles aux autres agents lytiques, tels que la toxine o et la PVL (Bien et al., 2011).

e Gamma-hémolysine ou gamma-toxine

L’hémolysine gamma est produite par 99% des souches de S.aureus. Elle est décrite
comme un facteur aggravant la sévérit¢é de I’infection en participant au processus
d’inflammation. Tout comme la PVL, hémolysine gamma (HIgC-HIgB) est capable de cibler
les granulocytes (neutrophiles, basophiles et éosinophiles) ainsi que les monocytes et leur

descendance (macrophages, cellules dendritiques) (Tawk et al., 2010).

-
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¢ Delta-hemolysine ou delta-toxine

Cette toxine est capable de lyser de nombreuses cellules sanguines. Grace a leur structure
amphipathique, chaque monomere crée des interactions pendant la formation du pore avec les

phospholipides membranaires, notamment la phosphatidylcholine (Vincenot et al., 2008).
1.2.2.3. Entérotoxines

Les entérotoxines staphylococciques (ES) sont des protéines de faible poids moléculaire
(27 a 31 KDa) riches en acides aminés lysine, aspartate, glutamate et tyrosine (Argaw et
Addis, 2015). Elles sont résistantes aux enzymes protéolytiques telles que la trypsine et la
pepsine (Sihto et al., 2017). Ce sont de puissantes exotoxines gastro-intestinales résistantes
(traitement thermique, faible pH,... etc) (Argudin et al., 2010). Les ES sont reconnues comme
I’agent principal impliqué dans I’intoxication alimentaire staphylococcique résultant de la
consommation d’aliments contenant des quantités suffisantes d’une ou plusieurs entérotoxines
préformées (Hennekinne et al., 2011). Cliniquement, ce type d’intoxication alimentaire est
caractérisé par un délai d’incubation court (2 a 8 h) avec apparition de symptomes incluant
des nausées, vomissements violents, crampes abdominales avec ou sans diarrhée (Argudin et
al., 2010).

1.2.2.4. Toxine du syndrome du choc toxique (TSST-1)

La TSST-1 est un super antigene de la toxine pyrogene. Elle active une grande fraction de
lymphocytes T provoquant la prolifération des cellules et libére des quantités massives de
cytokines pro-inflammatoires conduisant a un trouble multi-systémique menacant la vie :

syndrome de choc toxique (Rukkawattanakul et al., 2017).
1.2.2.5. Exfoliatines

Les exfoliatines sont des protéases qui reconnaissent et hydrolysent les protéines
desmosomiques dans la peau. Les exfoliatines A et B sont responsables de syndrome
staphylococcique de la peau brulée (SSSS) maladie affectant principalement les nourrissons
(Gnanamani et al., 2017).

-
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1.2.3. Enzymes

Les staphylocoques produisent diverses enzymes, telles que la protéase, la lipase et la
hyaluronidase, qui détruisent les tissus. Ces enzymes peuvent faciliter la propagation de
I'infection aux tissus adjacents (Lowy, 1998).

e Coagulase

La coagulase est une protéine extracellulaire qui stimule la conversion du fibrinogéne en
fibrine pour provoquer la formation de caillots dans le plasma de mammiféeres (McDevitt et
al., 1992).

e DNase

C’est une enzyme thermostable qui hydrolyse I’ADN de la cellule hote (Sato et Takenaka,
2014). Elle est impliquée dans le détachement cellulaire de biofilm (Roblero et al., 2016).

1.2.4. Formation de Biofilm

Les biofilms sont définies comme des composants en surface, communautés de cellule
enfermees dans un polymere extracellulaire (Watkins et al., 2012). La synthése de biofilm par
des bactéries pathogénes est considérée comme un facteur de virulence majeur, car les
biofilms protégeant globalement les agents pathogenes non seulement du mécanisme de
défense de 1I’hdte, mais aussi de I’action ciblée des médicaments thérapeutiques

(Gowrishankar et al., 2016).

I1. Sensibilité de S.aureus aux antibiotiques

I1.1. Les anti-staphylococciques

Des anti-staphylococciques existent dans toutes les familles d’antibiotiques. Les anti-
staphylococciques les plus utilisés appartiennent aux familles suivantes : les béta-lactamines
(I’oxacilline du groupe des pénicillines M), les glycopeptides (vancomycine ou teicoplanine)
en cas de résistance ou d’intolérance aux B-lactamines, les aminosides (gentamicine), qui
permettent d’obtenir une bactéricidie rapide en association a 1’'une des deux classes
précédentes, et les fluoroquinolones. D’autres antibiotiques sont également utilisés : les
streptogramines (pristinamycine), les macrolides, la clindamycine, le cotrimoxazole, la
rifampicine, 1’acide fusidique et la fosfomycine. Ces trois derniéres molécules sont données

en association du fait des fréquences elevées de mutations. Plus recemment, de nouveaux

-
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antibiotiques sont venus renforcer 1’arsenal thérapeutique : le linézolide (oxazolidinones), la

daptomycine et la tigécycline (glycylcycline) (Daurel et Leclercq, 2008).
11.2. B-lactamines

Les pB-lactamines constituent le traitement de premiere intention des infections
staphylococciques. Elles inhibent la transpeptidation en formant des liaisons covalentes avec
des PLPs qui assurent des activités de transpeptidase et carboxypeptidase, empéchant ainsi la
biosynthese du PG (Lakshmi et al., 2014). Deux principaux mécanismes de résistance sont
décrits, la production de pénicillinase et la modification de la cible des B-lactamines (Daurel
et Leclercq, 2008).

I1.2.1. Production de pénicillinase

En 1942, peu de temps apreés I’introduction de la pénicilline, des souches de S.aureus
présentant une résistance a cet antibiotique ont fait leur apparition. Cette résistance est liée a
la production d’une pénicillinase plasmidique a spectre étroit (sous-groupe 2a de la
classification de Bush et Jacoby). Vers les années 1960, environ 80% de toutes les souches
cliniques de S.aureus productrices de pénicillinase ont été signalées (Figueiredo et Ferreira,
2014). Cette enzyme est codée par le gene plasmidique blaZ qui est inductible (lowy, 2003).

11.2.2. Modification de la cible des p-lactamines

Une deuxiéme génération de pénicillines semi-synthétiques a été introduite en 1959 pour
traiter les infections staphylococciques résistantes a la pénicilline. Ces antibiotiques, qui
comprennent la méthicilline et I'oxacilline, entre autres, étaient résistants a l'action de la
pénicillinase de S.aureus (Fishovitz et al., 2015). Les premiers rapports d’un S.aureus
résistant a la methicilline ont été publiés en 1961en milieu hospitalier (Cherkaoui et al.,
2006).

La résistance par modification de la cible moléculaire est un mécanisme plus fréquent pour
la résistance aux B-lactamines. La cause génetique de la résistance des SARM est la synthése
d’une cinquieéme PLP additionnelle, la PLP2a (ou 2’) caractérisée par une faible affinité a la

méthicilline et pour toute les autres  —lactamines (Hamdad et al., 2006).

La PLP2a est codée par le géne mecA, porté par un élément génétique mobile, appelé

SCCmec « Stapylococcal Cassette Chromosome mec » inséré dans le chromosome. Les types

-
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de SCCmec peuvent étre distingués sur la base des différents éléments clés présents, qui sont
le complexe mec, comprenant mecA et ses génes régulateurs mecl et mecR1, et les complexe
ccr comprenant deux recombinases différentes (invertase/résolvase) qui sont responsables de
la mobilité de I'élément (Pantosti, 2012).

Vers la fin des années 1990, des souches de SARM ont fait leur apparition dans la
communauté (CA-MRSA) qui n'ont pas de parenté aux souches hospitalieres (Chambers et
Deleo, 2009). Le SARM communautaire est différent du SARM hospitalier dont 1’hospitalier
porte des cassettes de type SCCmec I, 1l et I1l, tandis que les SARM-C présente des cassettes
de type 1V, V ou VII (Watkins et al., 2012).

Le SARM associée au bétail (LA-MRSA) a été signalé pour la premiere fois en 1972 a
partir de cas de mammite bovine (Sharma et al., 2016). Le CC398 est le complexe clonal le
plus emblématique des LA-MRSA qui était décrit pour la premiére fois en France au début
des années 2000 chez des éleveurs de porcs. Ces souches sont principalement associées a une
colonisation asymptomatique du porc, mais de nombreuses études ont décrit leur présence
dans toutes les filiéres de production (volaille, porc, bovin), I’importance de ce clone en tant

que pathogéne humain a été démontrée en 2004 (Madec, 2013).

En juin 2011, de nouveaux clones de SARM multi-sensibles ont été décrits pour la
premiere fois dans des prélevements de mammites bovines et chez ’Homme au Royaume-Uni
et au Danemark. Ces souches portent un nouveau variant du géne mecA présentant moins de
70 % d’homologie avec le géne mecA classiquement décrit. Initialement dénommé
mecALcazs1, du nom de la premiere souche identifiée (S. aureus LGA251), il portera
finalement le nom de mecC. Ce gene mecC est porté par une cassette SCCmec de type XI,
différente de toutes les cassettes SCCmec décrites a ce jour. A ’instar du géne mecA qui code
une PLP2a, le gene mecC code une PLP2c qui posséde aussi une faible affinité pour
I’ensemble des B-lactamines (Madec, 2013).

11.2.3. Autres mécanismes

Il existe d’autres souches « borderline » BORSA (borderline oxacillin résistant S. aureus)
présentant une résistance de bas niveau a 1’oxacilline non due a la présence du géne mecA. Ce
bas niveau de résistance a 1’oxacilline est li€¢ a I’hyperproduction de la pénicillinase. Il existe

également des souches de S. aureus présentant des PLPs modifiées surtout au niveau de la

-
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synthese de PLP4. Ces souches sont appelées MODSA (Modified S.aureus) (Daurel et
Leclercq, 2008).

I1l. Transmission du SARM

Les bactéries résistantes aux antibiotiques peuvent contaminer les humains directement
suite a leur exposition immédiate a des animaux et a des substances biologiques (comme le
sang, l'urine, les excréments, le lait, la salive). Les travailleurs comme les vétérinaires, les
agriculteurs, les travailleurs d'abattoirs et les manipulateurs d'aliments, ainsi que ceux
directement en contact avec eux, courent un risque élevé d'étre colonisés ou infectés par de
bactéries résistantes aux antibiotiques témoignant 1’existence d’une transmission
interhumaine. Bien que, les travailleurs exposés et leurs familles fournissent une voie
probable pour I'entrée de bactéries résistantes aux antibiotiques dans la communauté et les
parameétres de soins de santé. En outre la population humaine peut étre exposée indirectement
a des bacteries résistantes aux antibiotiques le long de la chaine alimentaire par contact ou
consommation de produits alimentaires contaminés (Viande, ceufs, lait et produits laitiers).
Cette transmission indirecte a travers la chaine alimentaire est une voie étendue et plus
complexe. Récemment, de nombreux rapports ont décrit la présence de bactéries résistantes
aux antibiotiques dans divers produits alimentaires (viande et lait) provenant de diverses
sources animales, comme le bétail, la volaille, les porcs, la chevre et le mouton, et dans

différentes étapes de la production alimentaire (Founou et al., 2016).
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I. Echantillonnage

Notre étude a été menée durant la période allant du 12 février 2017 au 30 mars 2017.
Un total de 162 échantillons de différentes denrées alimentaires d’origine animale a été
collecté incluant : les carcasses de poulets, les abats de poulets, merguez et lait de
vache. Ces échantillons proviennent de différentes communes de la wilaya de Bejaia

comme détailler ci-dessous :

v Lait de vache : Quarante-cing échantillons ont été collectés au niveau du centre
de recherche des résidus d’antibiotiques DANONE et SOUMMAM (Amizour) pendant
une période qui s’étend du 12 au 15 février. Ces échantillons ont été recueillis dans des

flacons stériles, étiquetés correctement, conserves a 4°C dans une glaciere.

v" Merguez : Quarante et une unités de merguez ont été obtenues le 6 et le 7 mars
2017 aupres de plusieurs bouchers de différentes localités incluant: El-kseur ville (n=
11), Amizour ville (n= 07) et Bejaia ville (n= 23).

v Abats de poulets : le 13 mars 2017, 38 échantillons d’abats de poulets ont été
collectée auprés d’un abattoir situé a El-kseur (n= 06), marché Edimco (n=26) et

marché couvert Lekhmis (n=06) situés a Bejaia ville.

v Carcasses de poulets : Un total de 38 carcasses de poulets a été obtenu durant la
période allant du 14 au 27 mars 2017. Ces unités ont été collectées au niveau des deux

marchés couverts Lekhmis (n= 22) et El-kods (n= 16) situés a Bejaia ville.

Les différents échantillons collectés ont été ensuite transportés dans une glaciére dans
un délai de deux heures au laboratoire d’écologie microbienne de 1’université de Bejaia

pour étre analysés.
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“Le protocole d’isolement des souches que nous avons utilisé est celui mis au point
par Melle. MAIRI Assia dans le cadre de sa these de doctorat au niveau de laboratoire

d’écologie microbienne .

I1. Recherche du Staphylococcus aureus résistant a la méthicilline

Un pré-enrichissement a été effectué pour les abats de poulets, carcasses de poulets
et merguez en dissociant 1g de 1’échantillon dans 5 ml de Bouillon Trypticase Soja
(TSB) (Institut Pasteur, Alger). Apres incubation a 37 C°/1h, 50ul du bouillon ont été
ajoutés a 180ul du bouillon Giolitti Cantoni (GC) (Liofilchem®, Italie) additionné de
tellurite de potassium et d’une solution d’antibiotiques et incubés a 37 C°/24-48h dans
les conditions d’anaérobiose. Concernant le lait de vache, un volume de 50ul a été
introduit dans 180pl du bouillon GC.

Aprés incubation, les tubes présentant un noircissement ont été ensemencés sur
gélose Baird Parker (Conda, Espagne) additionné de tellurite de potassium, jaune d’ceuf
et d’une solution d’antibiotiques. Aprés incubation a 37°C/24-48h, les souches
suspectées appartenant a 1’espéce de S.aureus apparaissant sous forme de colonies
noires, brillantes, convexes, entourées d’un halo transparent.

Les souches ont été purifiées par repiquage sur gélose Trypticase Soja Agar (TSA)
(Conda, Espagne).

I11. Identification bactérienne

L’identification des souches suspectées appartenant a 1’espéce Staphylococcus

aureus a été obtenue par des tests microbiologiques a savoir :

I11.1. Coloration de Gram
Apres coloration de Gram, I’observation microscopique montre que les bactéries de
I’espece S.aureus apparaissent sous forme cocci & Gram positif isolées ou groupées en

diplocoques ou en amas ayant la forme de grappes de raisin.

I11.2. Recherche de la catalase
A partir d’une culture bactérienne pure, deux a trois colonies ont été mises en contact
avec une goutte de peroxyde d’hydrogene (H,O2) déposee sur une lame. Une réaction

positive se traduit par 1’observation d’une effervescence.

-
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111.3. Galerie API Staph

Nous avons prépare une suspension bactérienne, puis nous avons remplis les tubes et
non les cupules de la galerie a I’aide d’une pipette. Nous avons crée une anaérobiose
dans les tests ADH et URE en remplissant leurs cupules d'huile de paraffine. Apres
incubation a 37°C pendant 18-24h, la lecture a été réalisee aprés transformation des
résultats en code chiffré dont I’identification a été obtenue a l'aide du logiciel

d'identification apiweb.

I11.4. Recherche de la DNase

Nous avons ensemencé la gélose DNase (Conda, Espagne) avec une strie large en
incluant une souche témoin négatif (Staphylococcus hugdunensis), ainsi qu’une souche
témoin positif. Aprés incubation a 37°C pendant 18-24h, nous avons inondé la surface
du milieu avec de I’acide chlorhydrique (HCI). L’excés du HCI a été éliminé aprés 10 a
15 minutes de contacte. Un résultat positif se traduit par 1I’observation d’une zone claire

autour de la strie.

IV. Recherche de la production de biofilm

Nous avons prépareé la gélose Congo-Red-Agar dont la composition est la suivante :
bouillon Ceeur Cerveau (BHIB) (37g/l), Agar (10g/l), saccharose (50g/l) et rouge de
Congo (8g/l).

Nous avons ensemencé cette gélose avec des spots en intégrant une souche témoin
positif. Apres incubation a 37°C pendant 18-24h, un résultat positif se traduit par

I’apparition de colonies noires avec un aspect cristallisé (Hassan et al., 2011).

V. Etude de la sensibilité des souches de SARM aux antibiotiques

La sensibilite des souches a été déterminée par la méthode de I’antibiogramme
standard par diffusion sur gélose Mueller Hinton (Conda, Espagne) selon les
recommandations du comité Européen de 1’antibiogramme (www.eucast.org). Les
diamétres des zones d’inhibition ont été interprétés en accord avec les recommandations
de I’EUCAST, 2017, excepté pour la vancomycine ou nous avons utilisé les
recommandations de ’EUCAST, 2013. Les antibiotiques testés sont donnés dans le
tableau N° 1.

.



Tableau N° I: Liste des antibiotiques testés

Matériel et méthodes

Diamétres critiques
(EUCAST, 2017)
Antibiotiques Abréviations Charge Famille S R
(H9) > <
Tobramycine TOB 10 Aminoglycosides 18 18
Ciprofloxacine CIP 5 Fluoroquinolones 21 21
Clindamycine DA 2 Lincosamides 22 19
Rifampicine RA 5 Rifampicine 26 23
Vancomycine VA* 30 Glycopeptides 17 -
*’interprétation des diamétres de la vancomycine a été effectuée selon les

recommandations de ’EUCAST, 2013.

V1. Conservation des souches

Les souches présumées SARM ont été conservées dans une gélose de conservation a

4°C et dans un bouillon TSB additionné de glycérol a -20°C.
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Résultats

I. Souches bactériennes
Au cours de la période allant du 12 février au 30 mars 2017, 42 isolats présumés S.aureus
ont été obtenus a partir de 162 prélevements. Cependant, apres identification uniquement six

souches ont été identifiées comme appartenant a I’espece S.aureus (figure 2 et Tableau N° 11).

Figure 2a : Résultat de la coloration de Gram Figure 2b: Resultat du test de la

pour la souche zz (A) 27 catalase pour la souche zz (M) 29

Figure 2c: Résultat de la galerie API Staph pour les deux souches zz (C) 6 et zz (A)
26




Figure 2d: Mise en évidence de la DNase

pour les deux souches zz (C) 6 et zz (L) 19

Tableau N° I1: Les résultats des deux tests Catalse et DNase

Résultats

—» Souche zz (C) 6 (DNase +)

L, Souche zz (L) 19 (DNase -)

— Témoin négatif (S.hugdunensis “17 FEI LIN ”)

L » Témoin positif (S.aureus “ATCC 292137)

Aliment Code Catalase DNase Gram
zz(L) 2 N N cocci Gram +
zz(L) 3 N N cocci Gram +
zz(L) 7 ; N cocci Gram +
zz(L) 8 N N cocci Gram +
zz(L) 9 N N cocci Gram +
zz(L) 14 _ N cocci Gram +
zz(L) 15 N N cocci Gram +
zz(L) 16 N N cocci Gram +
2019 [ N cocci Gram +
zz(L) 25 N N cocci Gram +
Lait cru de zz(L) 28 N N cocci Gram +
vache zz(L) 29 N N cocci Gram +
zz(L) 30 N N cocci Gram +
N=45 zz(L) 33 N N cocci Gram +
zz(L) 34 N N cocci Gram +
zz(L) 35 N N cocci Gram +
zz(L) 36 N N cocci Gram +
zz(L) 41 N N cocci Gram +
zz(L) 42 N N cocci Gram +
zz(L) 43 N N cocci Gram +
zz(L) 44 N N cocci Gram +
zz(L) 45 N N cocci Gram +
zz(M) 16 N cocci Gram +
Merguez zz(M) 23 N cocci Gram +
zz(M) 26 N cocci Gram +
N=41 zz(M) 27 cocci Gram +
zz(M) 29 N cocci Gram +




Résultats

zz(A) 18 cocci Gram +

zz(A) 9 cocci Gram +

zz(A) 11 cocci Gram +

zz(A) 24 cocci Gram +

zz(A) 26 cocci Gram +

Abats de zz(A) 27 cocci Gram +
poulets zz(A) 21 cocci Gram +
zz(A) 12 cocci Gram +

N=38 zz(A) 30 cocci Gram +
zz(A) 13 cocci Gram +

zz(A) 20 cocci Gram +

zz(A) 22 cocci Gram +

Carcasses zz(C) 2 cocci Gram +
de poulets zz(C) 6 cocci Gram +
N=38 zz(C) 33 cocci Gram +

(P : positive, N : Négative)
e Recherche de formation biofilm

Les six souches de S.aureus sont productrices de biofilm (figure 3).

— Souche zz (C) 6
—» Souche zz (C) 2

— Souche zz (A) 26

— > Souche zz (A) 20

Figure 3: Mise en évidence de la
production de biofilm pour les quatre
souches zz (C) 2, zz (A) 26, zz (A) 20 et
zz(C) 6




Résultats

1. Prévalence des souches SARM

Un total de six souches présumées SARM (résistantes a ’oxacilline et a la céfoxitine) a été
obtenu a partir de 162 échantillons donnant ainsi une prévalence de 3,7% (6/162). Parmi elles,
trois souches ont été isolées a partir d’abats de poulets (7,9%, n=38), deux souches a partir de
carcasses de poulets (5,26%, n=38) et une souche a partir de merguez (2,43%, n=41). Il est a

noter qu’aucune souche de SARM n’a été isolée de lait de vache (tableau N° I1I).

Tableau N° I111: Prévalence des souches de SARM dans les différentes denrées
alimentaire.
Type de Nombre de Nombre de SARM Prévalence
prélévement prélévements isolés
Lait de vache 45 00 00%
Merguez 41 01 2.43%
Abats de poulets 38 03 7.89%
Carcasses de poulets 38 02 5.26%
Total 162 06 3,7%

I11. Sensibilité des souches aux antibiotiques

Les résultats de 1’étude de la sensibilité des souches de SARM aux antibiotiques sont
donnés dans le tableau N° IV. On note que la totalité des souches sont résistantes a la
vancomycine, ciprofloxacine, clindamycine, rifampicine et a la tobramycine avec un taux de
83,33% (figure 4).

0
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Tableau N° IV: Résultats de la sensibilité des six souches de SARM aux antibiotiques
Code Aliment Cip TOB VA DA RA
zz(A) 20 Abats 06 (R) 06 (R) 06 (R) 06 (R) 06 (R)
zz(A) 26 Abats 06 (R) 06 (R) 06 (R) 06 (R) 06 (R)
zz(A) 27 Abats 06(R) | 06(R) | 06(R) | 06 (R) 06 (R)
zz(C) 2 Carcasses 06 (R) 06 (R) 06 (R) 06 (R) 06 (R)
zz(C) 6 Carcasses 06 (R) 06 (R) 06 (R) 06 (R) 06 (R)
zz(M) 27 Merguez 22 (9) 20 (9) 18(S) 27 (S) 27(S)

(S : sensible ; R : résistant )

100 - 83.33% 83.33% 83.33% 83.33% 83.33%
o
‘E 80 -
(@)
3+
c 60 -
(b]
e
3 40
o

20 -

0 ATB
Cip Tob VA DA RA

Figure 4: Taux de résistance des souches SARM aux antibiotiques
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Discussion et conclusion

Le SARM est actuellement un probléme majeur de santé publique étant donné sa capacité a
contaminer les aliments d'origine animale et a coloniser et infecter les humains et les
animaux. Plusieurs études ont été menées dans différentes parties du monde pour examiner les
aliments d'origine animale destinés a la consommation humaine pour rechercher la présence
de SARM.

Au cours de notre étude, nous avons rapporté une prévalence de 3.7 % dans différents
aliments d’origine animale. La prévalence de SARM dans le poulet (abats et carcasses) est de
6.6%. Cette prévalence est supérieure a celle rapportée par Abdalrahman et al., 2015 en
Oklahoma (1.8%, n=114) et elle est inférieure a celle rapportée par Zogg et al., 2016 en suisse
(7.5%, n= 80). Concernant, la prévalence de SARM dans la viande, nous avons rapporté une
prévalence de 2.43%. Ce résultat est relativement proche de celui signalé aux pays-bas par
Van Loo et al., 2007 (2.5%, n=79). Cependant, il est supérieure a celui rapporté par Chairat
et al., 2015 en Tunisie (1.2%, n= 164).

Dans notre étude, la présence des souches de SARM dans la viande pourrait étre attribuée a
une hygiéne inadéquate durant le processus de manipulation, aux surfaces de travail et aux
équipements contaminés (Karmi, 2013). Elle pourrait aussi étre associée aussi a une mauvaise
manipulation des aliments cru, suivies de mauvaise conditions de stockage. Cependant, Boer
et al., 2008 ont rapporté que la contamination des carcasses par le SARM peut se produire au
cours de I’abattage des animaux atteints de SARM et, par conséquent, la viande de ces

animaux peut étre contaminée.

Les souches de SARM rapportées dans notre étude présentent une résistance vis-a-vis de
cing antibiotiques. Le développement de cette multi-résistance observé chez les bactéries
isolées d’animaux d’élevages est associé a 1’utilisation intensive d’antibiotiques pour soigner
les animaux malades, mais aussi comme promoteur de croissance et comme antibiotiques

prophylactiques dans 1’élevage de volaille.

Nos souches ont été identifiées par des tests phénotypiques. Plusieurs études ont rapporté
que le test de la céfoxitine permet de détecter de facon fiable et spécifique la résistance a la
méthicilline chez S. aureus. Cependant, ces résultats devraient étre confirmés par des tests

moléculaires.




Discussion et conclusion

La présence de SARM dans ces aliments pourrait constituer un risque pour le
consommateur, non seulement par le potentiel zoonotique (présence de souches toxinogénes,
de souches entérotoxiques), mais également par le potentiel pathogéne dans certaines
circonstances spécialement chez les sujets immunodéprimés, les personnes agées et les

enfants.
En conclusion, la maitrise de la dissémination des SARM doit passer par 1’éducation des
personnels en matiere d’hygiéne des mains, le respect de la procédure d’élevage. Ainsi, le

contréle régulier et la révision de toutes les prescriptions des antibiotiques.

Pour évaluer le risque potentiel de SARM dans la chaine alimentaire nous recommandons

de compléter notre travail par :

> Augmenter le nombre d’échantillons et élargir la zone géographique des prélévements.

» Effectuer un suivie sur la consommation des antibiotiques vétérinaire destiné a

I’¢levage.
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ANNEXE

Composition des milieux de culture et reactifs (en g/l)

Gélose Baird Parker

Peptone. ... .o 10g
Extrait de viande de beeuf..................oo 4g
Extrait de leVUre.........coovv i 29
Pyruvate de sodium..............ccooiiiiiiiiii 10g
Glycocolle.....vieiii 129
Chlorure de lithium.............ooiiiiiiiiii e 5¢
AGAI-aZAT. ..t 20g

A ajouter en conditions stériles juste avant I’ensemencement :

e Emulsion de jaune d’ceuf ..................oceeiinn. 50ml
o Tellurite de potassium............c.coevveiueninennnnnn 0.1g
pH 7.2

Gélose Mueller Hinton

Infusion de viande de beeuf.................oooiiii, 39

Hydrolysat de caséine.............cooooeviiiiiiiiininnenn.. 17.5g

AMION. ... 1.5g

N 179
pH7.4

Bouillon Trypticase Soja

Peptone de caséine.............c.cvviiiiiiiiiiii i 17¢g
Peptone de farine de soja..........coovviiiiiiiiii i 39
D-glucose. ....ouvii 2.5¢
Chlorure de sodium...........cccoiiiiiiiiiiii e 59

Phosphate dipotassique..........c.oovvvieeiiiniiriiiiianeannn, 2,59



pH 7.5
Bouillon Giolliti Cantoni
TryPtOne. ..o 10g
Extraitde viande............cooeiiiiiiiiiii Sg
Extraitde levure...........ccoooiiiiiiiiiii 5¢g
GlyCINeG. ... e 1.2g
Mannitol.........oouiii e e 20g
Pyruvate de sodium..............oooiiiiiiiiiiii 39
Chlorure de sodium............cooviiiiiiiiiiiiiii e e, 5¢g
Chlorure de lithium............oooiiiiii e 5g
pH 7.2
Congo-Red-Agar
BHIB...o 37g
N 10g
SaCCharoSe. ......oviii e 50g



Résumeé

L’objectif de notre étude est de caractériser la prévalence des souches de S.aureus

résistantes a la méthicilline dans différentes denrées alimentaires.

Un total de 162 échantillons de différentes denrées alimentaires d’origine animale ont été
collectés de différentes communes de la wilaya de Bejaia. Aprés isolement et identification
des isolats, la sensibilité des souches aux antibiotiques a été déterminée par la méthode de

diffusion sur gélose Mueller Hinton.

Au total, six souches de SARM ont été isolées avec une prévalence de 3,7%. Un taux de

résistance de 83.33% a été enregistré pour tous les antibiotiques testés.

En conclusion, cette étude décrit la présence de SARM dans différentes denrées

alimentaires, qui pourrait constituer un risque pour la santé humaine.

Mots-clés: Denrées alimentaires, SARM, Sensibilité aux antibiotiques.

Abstract

The objectif of this study was to characterize the prevalence of methicillin-resistant

S.aureus isolated from foodstuffs.

A total of 162 food samples of animal origin was collected in different commune of Bejaia.
After isolation and identification, the susceptibility of strains to antibiotic was determinated

by diffusion test on Mueller-Hinton agar.

Six strains of MRSA were isolated from different foodstuffs with prevalence of 3.7%. The

rate of resistance of 83.83% was observed for all antibiotic tested.

In conclusion, this study describes the presence of MRSA in different foodstuffs which can

constitute a risk to human health.

Key words: Food, MRSA, Antibiotic resistance.
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