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Introduction

Dans le monde entier, la propagation de micro-organismes pathogenes résistants
est tres préoccupante. Les réservoirs de ces organismes sont en augmentation,
non seulement dans les hdpitaux, mais aussi dans la communauté et I'environnement.
Un développement nouveau et important est la présence de ces organismes
chez le bétail, les animaux de compagnie et les animaux sauvages (Beatriz et
al.; 2015). L’'augmentation rapide de la résistance aux antimicrobiens, liée a I'élevage
industriel et I'utilisation des antimicrobiens dans l'agriculture, est une menace majeure

pour la santé publique (Cosgrove,2006).

Depuis leur découverte et leur utilisation lors de la seconde guerre mondiale, les
antibiotiques ont permis de faire considérablement reculer la mortalité due aux
maladies infectieuses au cours du XX¢ siécle. Cependant, 'utilisation massive et bien
souvent irraisonnée de ces antibiotiques, chez 'Homme comme chez l'animal, a
conduit a I'apparition accélérée de bactéries résistantes aux antibiotiques. Combinée
a la raréfaction des nouveaux antibiotiques mis sur le marché ces derniéres années.
L’apparition récente de bactéries multi-résistantes (BMR) insensibles a la plupart, voire
a tous les antibiotiques disponibles, fait craindre un retour a I'ére pré-antibiotique

(Chardon et Brugere, 2014).

On parle d’antibiorésistance lorsque certaines bactéries ne sont ni tuées ni inhibées
par les doses d’antibiotiques administrées. Ce sont bien les bactéries, hébergées par

'Homme ou I'animal, qui peuvent devenir résistantes a un traitement antibiotique et,

en conséquence, rendre le traitement de leur hoéte inefficace. Toute utilisation

d’antibiotique engendre un effet de sélection de bactéries résistantes et crée une

1



Introduction

pression favorable a leur développement : ces bactéries vont persister, se multiplier et
devenir prépondérantes. L’accroissement de la multirésistance des bactéries aux
antibiotiques est ainsi directement lié a « I'arsenal génétique» dont disposent ces
bactéries pour acquérir et s’échanger les genes de résistance via des éléments
génétiques mobiles tels les plasmides, les transposons et les intégrons

(EFSA,2012).

A ce jour, certaines familles d’antibiotiques ne sont déja plus efficaces contre
les BMR. Pour quelques bactéries, la multirésistance peut concerner la quasi-totalité
des antibiotiques, on parle de bactéries hautement résistantes (BHR), voire la
totalité des antibiotigues, on parle de bactéries toto résistantes. Il est donc
important de détecter toute apparition d'une nouvelle résistance et une augmentation

des niveaux de résistance le plus tdt possible (Chardon et Brugere, 2014).

La présence de ces BMR est en constante augmentation dans le monde en
particulier dans les denrées alimentaires et surtout dans les produits d’origines
animales est di a l'utilisation des antibiotiques en élevage. La contamination des
aliments peut se produire directement a partir d’animaux infectés ou peuvent résulter
d'une mauvaise hygiéne au cours des processus de production, de vente et de
stockage des aliments. En tant que tels, les produits alimentaires ont été impliqués
comme sources potentielles pour la transmission des agents pathogénes résistants
pour I'étre humain (Normanno et al.; 2007). En outre, les aliments contaminés par des
bactéries résistantes aux antibiotiques représentent les véhicules idéaux pour la

transmission croisée de souches résistantes aux antibiotiques (Phillips et al.; 2004).
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Les B-lactamines est une famille d’antibiotiques qui comprend un trés grand nombre
de molécules qui comptent parmi elles les premiers antibiotiques utilisés en médecine.
Les B-lactamines représentent également les antibiotiques les plus utilisés en ville et
a I'hépital. Leur structure moléculaire de base est le noyau B-lactame associé a un
cycle thiazolidine (commun aux pénicillines) ou dihydrothiazine (commun aux
céphalosporines). Cette famille inclut les dérivés de la pénicilline (ou pénemes), les
céphalosporines (cépheémes), les monobactames (B-lactamines monocycliques), les
carbapénémes et les inhibiteurs de [(-lactamases. Ces molécules ont un spectre
d’activité plus ou moins large et agissent sur les bactéries en phase de multiplication
en inhibant la synthése de la paroi bactérienne par fixation aux protéines liant
les pénicillines (PLP), enzymes impliquées dans la synthése du peptidoglycane (PG).
Il existe 4 types de mécanismes de résistance aux [3-lactamines: absence ou perte de
perméabilité membranaire (concerne les bactéries a Gram négatif), modification des
PLP de faible affinité (concerne essentiellement les bactéries a Gram positif),

hyperproduction de systéme d’efflux et hydrolyse enzymatique (Cattoir et al.; 2011).

Les RB-lactamases sont la principale cause de larésistance bactérienne aux
antibiotiques chez les bactéries Gram négatives. La classification la plus largement

utilisée des -lactamases est la classification d’Ambler qui divise les 3-lactamases en

guatre classes (A, B, C et D) en fonction de leurs séquences d'acides aminés (Bush
et jacoby, 2010). Les carbapénemes sont des antibiotiques de dérniére ligne contre
les infections causées par les bactéries Gram négatives, ils ne sont pas hydrolysés

par la plupart des R-lactamases y compris les B-Lactamases a Spectre Etendu. Ces
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molécules sont hydrolysées par les carbapénémases. (Nordmann et al.; 2013). Ces
carbapénémases sont identifiées de facon croissante chez les entérobactéries dans
le monde entier, les plus courantes sont KPC,NDM,OXA-48 —like (Nordmann et al.;
2013). Les isolements des entérobactéries productrices de carbapénemase (EPC),
principalement Klebsiella pneumoniae et Escherichia coli, ont augmenté a I'échelle
mondiale et sont considérés comme des menaces pour la santé publique (Matsumura
et al.; 2016). Les infections a entérobactéries productrices de carbapénémases sont
difficiles a traiter et peuvent étre la source d’'impasses thérapeutiques (Nordmann et

al.; 2013).

Depuis les années 60 les bactéries multirésistantes ont émergé : d’abord les
S.aureus résistants a la méthicilline, puis les entérobactéries productrices de 3-
lactamases a spectre étendu (BLSE) et enfin les entérobactéries productrices de

carbapénémases.

Staphylococcus aureus fait partie de la flore normale de la peau et les membranes
mugqueuses des étres humains et des animaux a sang chaud, et a souvent été isolé a
partir de divers produits alimentaires (Irlinger, 2008). Cependant il est également

hY

considéré comme un pathogéne opportuniste. Les infections a Staphylococcus

aureus sont facilitées par l'expression de plusieurs facteurs de virulence, qui
comprennent plusieurs groupes de toxines telles que la Leucocidine de Panron-
Valentine (LPV), la toxine du syndrome du choc toxique, adhésines, hémolysines,
toxines exfoliative (ETA et ETB), et entérotoxines staphylococciques. L'ingestion de

S.aureus a des doses élevées dans des produits alimentaires contaminés par des
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entérotoxines staphylococciques peut produire une intoxication alimentaire. Pour cela,
la présence de souches de S.aureus portant des génes d’ entérotoxine dans les

aliments constitue un risque sanitaire pour les consommateurs (Chairat et al.; 2015).

En outre, S.aureus est capable d'acquérir une résistance multiple, qui limite
les options thérapeutiqgues. Le SARM a été fréquemment rapportés dans les
produits  laitiers, généralement a faible prévalence. Le clone ST398 est
particulierement impliqué dans des cas de mammites subcliniques et cliniques.
(Locatelli et al.; 2016). La présence du SARM ou ses entérotoxines dans les aliments
est généralement indicative d’'une mauvaise hygiene lors de la production alimentaire

(Alarcon et al.; 2006).

Les entérobactéries sont des bacilles a Gram négatif, retrouvés partout dans le sol,
dans l'eau, et surtout dans [lintestin de I'Homme et des animaux. Elles
comprennent un nombre trés élevé de genres et d’'espéeces. Leur abondance dans
l'intestin, leur mobilité, la rapidité de leur multiplication, I'acquisition fréquente de
mécanismes de résistance aux antibiotiques expliquent qu’elles soient les bactéries

les plus souvent impliquées en pathologie infectieuse humaine.

Les entérobactéries productrices de carbapénémase (EPC), principalement
Klebsiella pneumoniae et Escherichia coli, sont de plus en plus raportées a I'échelle
mondiale et sont considérées comme des menaces pour la santé. Les
carbapénémases les plus courantes sont KPC, NDM, OXA-48-like, mais leur

répartition et leur prévalence varie selon les pays (Matsumura et al.; 2016).
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Au cours de ces derniéres années, I'émergence de ces BMR dans les denrées
alimentaires a fait I'objet de plusieurs études dans le monde, mais peu d’études ont
été réalisées a ce sujet en Algérie. Pour cela nous avons effectué cette étude dans le
but d’étudier la prévalence de ces bactéries multirésistantes isolées de diverses

denrées alimentaires.



Matériels et méthodes

1. Echantillonnage

Un total de 414 prélevements de différentes denrées alimentaires incluant des
unités de merguez, d’abats de poulets, de carcasses de poulets, d'ceufs, de végétaux
et de patisseries dans différents commerces, marchés et fermes ont été achetés et
analysés pendant la période qui s’étend du 13 février 2016 au 25 avril 2016 au niveau
de la wilaya de Bejaia. (Tableau n°l)

En plus de ces prélevements, 50 échantillons de lait de vache ont été collectés
durant la méme période au niveau du centre de recherche des résidus d’antibiotiques
Danone (Amizour). Ces échantillons proviennent de différentes communes de la

wilaya de Bejaia.

Tableau n° | : Denrées alimentaires analysées

Echantillons Nombre Lieu
Abats 93 Marchés/commerces
Carcasses de poulets 28 Marchés/commerces
Merguez 50 Marchés/commerces
Lait de vache 50 CRRA Danone
CEufs 40 Commerces
Patisseries 66 Patisseries
Végétaux 87 Marchés
Total 414

2. Isolement

2.1. Enrichissement

Un enrichissement est d’abord effectué pour toutes les denrées alimentaires

excepté pour le lait de vache.

» L’enrichissement pour les abats, carcasses, merguez et patisseries a éte fait en

dissociant 1g de I'’échantillon dans 5ml de Bouillon Trypticase Soja (TSB).
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> Pour les végétaux, I'enrichissement a été fait par écouvillonnage pour certains
(ex: tomates...) et pour d’autres (ex: persils...) en mettant le végétal dans un
volume de 200ml de TSB.

» Pour les ceufs, I'écouvillon de surface a été introduit dan 5ml de TSB et 1ml du

contenu a été ajouté dans 5ml de TSB.

Apres homogéneéisation, les mélanges ont été incubés a 37°C pendant 1h.

2.2. Isolement du S.aureus résistant a la méthicilline
Un volume de 50ul du milieu a été ajouté a 180 pl du bouillon Giolitti Cantoni
additionné de colistine (10 pg/ml) et d’oxacilline (4 pg/ml) et de tellurite de potassium.
Aprés 48H d’incubation a 37°C, les tubes dans lesquels un noircissement est
obtenu ont été ensemencés sur gélose Baird Parker additionnée des mémes
antibiotiques que ci-dessus. Les boites ensemencées ont été incubées a 37°C pendant
48h en condition d’anaérobiose. Les souches du S.aureus résistant a la méticilline
apparaissent sous forme de colonies noires, brillantes et entourées d'un halo
transparent.
Les souches présumées S.aureus résistant a la méticilline ont été purifiées puis

conservées.

2.3. Isolement des entérobactéries productrices de carbapénémases

Un volume de 50ul du pré-enrichissement a été ajouté a 180 pl du TSB additionné
de la vancomycine [32 ug/ml] et de I'ertapénéme [0,5 pug/ml]. L’isolement se fait aprés
24h d’incubation a 37°C sur gélose Mac Conkey additionnée des mémes antibiotiques
gue ci-dessus. Les colonies roses poussant sur gélose Mac Conkey ont ensuite été
ré-isolées sur gélose Hektoen pour étre purifiées.

L’identification des souches d’entérobactéries a été obtenue pas I'emploi de galeries

API20E (Biomérieux, France).
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3. Etude de la sensibilité des souches d’entérobactéries aux antibiotiques

La sensibilité des souches aux antibiotiques a été déterminée par la méthode de
I'antibiogramme par diffusion sur gélose Mueller Hinton selon les recommandations du
Comité Européen de I’Antibiogramme (www.eucast.org).

Les diametres d’inhibition ont été interprétés en accord avec les recommandations

de IEUCAST 2016 (Tableau n°Il).



Tableau n°ll : Liste des antibiotiques testés

Matériels et méthodes

Diametres
_ — Charge . .
Antibiotiques Abréviation Famille critiques
(hg)
S R

Ceftazidime CAZ 30 B-lactamines 222| <19
Céfotaxime CTX 30 B-lactamines 220| <17
Céfépime FEP 30 B-lactamines 224| <21
Céfoxitine FOX 30 B-lactamines 219| <19
Imipéneme IMP 10 B-lactamines 222| <16
Méropéneme** MEM 10 B-lactamines 225| <25
Ertapénéme ERT 10 B-lactamines 225 <22
Ticarcilline TIC 75 B-lactamines 223| <23

Pipeéracilline- _
TZP 30+6 B-lactamines 220| <17

tazobactam

Amoxicilline- .

AMC 20+10 B-lactamines 216| <16
clavulanate

Aztréonam ATM 30 B-lactamines 224 <21
Acide nalidixique* AN 30 Quinolones 219| <14
Ciprofloxacine CIP 5 Fluoroquinolones| =222| <19
Co-trimoxazole SXT 1,25+23,75| Sulfamides 216| <13
Tigécycline TGC 15 Tetracycline 218| <15
Tobramycine TOB 10 Aminoglycosides| =217| <14
Amikacine AK 30 Aminoglycosides| =218| <15

*L’interprétation des diamétres de I’Acide nalidixique a été effectuée selon les
recommandations de 'TEUCAST, 2015.

**Linterprétation des diamétres du méropénéme a été effectuée selon les

recommandations de Maurer et al,2015.
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4. Recherche de la production d’une carbapénémase

4.1. Test de Hodge

Un disque d’imipeneme a été déposé au centre d’'une gélose MacConkey
préalablement ensemencé avec une souche de référence sensible aux carbapénemes
(E.coli ATCC 25922). Ensuite la souche a tester (ST), le témoin négatif (E.coli ATCC
25922) et le témoin positif (E.coli 174) ont été ensemencées sur la gélose sous forme
de stries déposées a partir du disque d’'imipenéme jusqu’a la périphérie de la boite
(Figure n°1).

Aprés 24h d’incubation a 37°C, la production d’'une carbapénémase se traduit par

une distorsion de la zone d’inhibition autour du disque d’'imipenéme (Lee et al.2010).

Distorsion

T+ : E.coli 174 productrice
de NDM-5
T-: E.coli ATCC 25922

ST : souche testée

Figure 1: Test de Hodge

4.2. Carba NP teste modifié

Le principe de ce test repose sur la mise en évidence d’'une acidification du milieu
lors de I'hydrolyse de I'imipeneme par une carbapénémase. Nous avons utilisé le
protocole du Carba NP test modifié (Bakour et a .; 2015), décrit ci-dessous :

Un volume de 200ul de tampon de lyse (CTAB 0.02 %) a été placé dans un tube
Eppendorf. Des colonies bactériennes ont été prélevées par une ose calibrée et ont
ete dissociée dans le tampon de lyse. Apres homogénéisation, un volume de100 pl du

lysat a été répartit dans 2 tubes Eppendorf "A” et "B". Ensuite, 100ul de la solution
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A (Annexe Il) ont ensuite été ajouté dans le tube "A” et 100ul de la Solution A+
imipenéme 6mg/ml dans le tube Eppendorf "B”. L'incubation a été réalisée a 37°C
pendant un maximum de 2h.

La lecture visuelle de la couleur a été réalisée dans chaque tube Eppendorf et

I'interprétation des résultats a été effectuée selon le tableau N°III.

Tableau Il : Interprétation des résultats du Carba NP test modifié
Tubes A Tubes B Interprétation
(Sans IMP) (Avec IMP)
Rouge Rouge Pas de production de carbapénémase
Rouge Orange/Jaune Production de carbapénemase
Jaune Jaune Non interprétable

5. Recherche de la production d’une métallo-B-lactamase (ML)

5.1. Méthode des disques combinés

Deux disques d’imipenéme (IMP, 10ug) ont été déposés séparément sur la gélose
Mueller Hinton préalablement ensemencée avec la souche a tester. Un volume de 5yl
d’'une solution I’EDTA (0.5 M, pH 8) a été ajouté a I'un des disques. Aprés 18h
d’incubation a 37°C, les souches dont le diameétre d’inhibition autour du disque IMP-
EDTA est supérieur a celui obtenu avec le disque d'IMP seul, d’au moins 6 mm, sont

considérées comme souches productrices de MBL (Yong et al, 2002) (Figure 2).

Figure 2 : Méthode des disques combinés
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5.2. Test de synergie (EDTA-test)
Un disque d'imipenéme (IMP, 10ug) a été déposé a 15 mm d’un disque vierge

imbibé de 10 pl de la solution d’'EDTA (0,5 M, pH8). La présence d’une MBL est
détectée par la visualisation d’une image de synergie entre le disque d’'IMP et celui

d’EDTA (Jeong et al, 2006) (Figure 3).

Figure 3 : EDTA synergi test

6. Déduction des phénotypes de résistances aux antibiotiques

Une carbapénemase de type métallo-g-lactamase est suspectée si le test a
'EDTA est positif. Tandis que les carbapénémases de type OXA-48 sont sensibles
aux céphalosporines de 3°™¢ génération contrairement aux types MBL et KPC qui y
sont résistants, dans le cas ou I'enzyme OXA-48 n’est pas associée a d’autres

mécanismes (Figure 4).
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[ Meropéneme d < 25 ]

Hodge test ou
Carba NP-test

modifié

Positif

!

Carbapénémase

l

Test a
I’EDTA

<

Positif Négatif

l l

ML OXA-48-like (C3G)
Carbapénemase de classe
A (KPC)

Figure 4 : Arbre prédictionnel permettant d'interpréter quelques

mécanismes de résistance des souches d'entérobactéries
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7. Détermination des Concentrations Minimales Inhibitrices en milieu solide

La détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) a été effectuée
pour les souches SARM.

Une solution mére de 10240 mg/l a été préparée a partir d'une poudre
d’antibiotiques (oxacilline, céfoxitine et vancomycine) pour solutions injectables et
aussi a partir d’antibiotiques en solution (gentamicine, ciprofloxacine et cortimoxazol).

A partir de la solution mére, des dilutions (a raison de deux) ont été préparées (tableau

n°iv).

Tableau n°lV : Préparation de la gamme d’antibiotiques avec les différentes

dilutions
Concentrations
Solution Volume de Volume du Volume Obtenue Finale (mg/L)
initiale solution Diluant total (mg/L) Dans le
(mg/L) d’ATB (ml) (ml) (ml) milieu
10240 4 4 8 5120 256
10240 2 6 8 2560 128
2560 4 4 8 1280 64
2560 2 6 8 640 32
2560 1 7 8 320 16
320 4 4 8 160 8
320 2 6 8 80 4
320 1 7 8 40 2
40 4 4 8 20 1

Aprés avoir préparé une série de dilutions des antibiotiques, comme ci-dessus,
1ml de ces dilutions a été incorporé dans 19 ml de gélose de Mueller Hinton en
surfusion. Un inoculum bactérien d’environ 2l a été préparé, 'ensemencement a été

fait par spot et I'incubation s’est faite a 37°C / 24h (EUCAST/ESCMID, 2000).

15



1. Recherche du S.aureus résistant a la méticilline

Résultats

Un total de 47 souches de SARM a été obtenu a partir de 414 prélévements donnant

ainsi une prévalence de 11.35%. Le tableau N°V illustre les résultats obtenus pour les

différentes denrées alimentaires analysées.

Tableau N°V : Prévalence des souches de SARM dans les différentes denrées

alimentaires.
Echantillons Nombre de

prélevements

Abats 93
Carcasses de 28
poulets
Merguez 50
Lait de vache 50
CEufs 40
Patisseries 66
Végétaux 87

Nombre de
SARM isolés

05
07

17
17
00
00
01

Prévalence

5,37%
25%

34%
34%
00%
00%
1,15%

D’aprées le tableau ci-dessus, la prévalence des souches SARM dans le lait de vache

et dans le merguez est élevée (34%) contrairement aux autres denrées alimentaires

étudiées dont la prévalence est trés faible (01% pour les végétaux et 5.37% pour les

abats) voir nulle (pour les ceufs et la patisserie).

2. Détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMIs)

Les CMils ont été déterminées pour les 47 souches de SARM vis-a-vis de plusieurs

antibiotiques, les résultats sont présentés dans le tableau N°VI et figure 5.
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Tableau n°VI : Distribution des CMls vis-a-vis des différents antibiotiques et des différentes denrées alimentaires

Antibiotiques Oxacilline Céfoxitine Vancomycine Gentamicine Ciprofloxacine Co-timoxazol
oncentrations
pg/ml 8|16 | 32 | >32 418 [>8|2| 4 [8]>8 4|8 |16 | >16 418|116 |>16| 2 | 4 | 8 | >8
Aliments
Lait de vache
0| 0|14 3 00170 |13 |3 | 1 0|{0|16| 1 04| 9 4 O | 0] 0] 17
Merguez 0|1 15| 1 0/0(16|0| 3 |4 |10 1(0(12| 4 0[{1|13| 3 0| 2|0 15
Carcasses de
0| 0| 4 3 0/2|5|0|2 |1 4 0|0]| 5 2 0[1] 3 3 O] 0]|O 7
poulet
Abats 0| 0| 4 1 0/0|5|0|1 |0 4 10| 4 0 0|0]| 4 1 0| 0|0 5
Végéteaux 0/ 0|0 1 0/0j1]0|]0|0]|1 0|1]|0 0 0[{0]| O 1 0| 0|0 1
TOTAL 0| 1|37 9 0(2|44]0 (19|82 21137 7 0629 12 | 0 | 2 | O | 45
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Figure 5.a : CMlIs des souches SARM vis-a-vis de I'OXA Figure 5.b : CMIs des souches SARM vis-a-vis de la FOX Figure 5.c : CMls des souches SARM vis-a-vis de
la VAN
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Figure 5.d : CMIs des souches SARM vis-a-vis de la GEN Figure 5.e : CMIs des souches SARM vis-a-vis de la CIP  Figure 5.f : CMIs des souches SARM vis-a-vis de SXT

Figure 5: CMiIs des souches SARM vis-a-vis des antibiotiques testés
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3. Recherches des entérobactéries productrices de carbapénémase

3.1. Souches bactériennes

Les résultats d’identification obtenus par galeries API20E ont permis d’identifier
les 08 souches isoléees comme étant Klebsiella pneumoniae (06 souches),
Enterobacter cloacae (01 souche) et Raoultella ornitholitica (01 souche) (Tableau
N°VII).

3.2. Sensibilités des souches aux antibiotiques

Les résultats de la sensibilité des 08 souches d’entérobactéries aux antibiotiques
testés sont présentés dans le Tableau n°VII et les Figures 6 et 7. Il est a noter que
toutes les souches testées sont résistantes au méropéneme, amoxicilline-clavulanate,
pipéracilline-tazobactam, Ticarcilline, céfoxitine et a I'ertapénéme et que 87,5% des
souches sont résistantes a la céfépime et 75% sont résistantes au céfotaxime et a la
tobramycine et 50% au co-trimoxazole. Pour le reste des antibiotiques, les taux varient
de 37,5% pour 'imipénéme et I'acide nalidixique ,25% pour I'aztréonam et 12,5% pour
la ceftazidime, la ciprofloxacine et la tigécycline. On note aussi que toutes les souches
sont sensibles a 'amikacine.

3.3. Indice de multirésistance
L’indice de multi résistance aux antibiotiques nous renseigne sur la multirésistance
de la souche. Il est calculé selon le rapport du nombre d’antibiotiques auxquels la
souche est résistante sur le nombre total d’antibiotiques testés (17 dans notre étude).
La figure 8 donne la distribution des 08 souches testées par rapport a leurs indices de

multi résistance. On observe ainsi que cet indice varie de 0.41 a 0.82.
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Tableau N°VII: Résultats de la sensibilité aux antibiotiques et de I'identification des souches d’entérobactéries

Résultats

Aliment Code |[ldentification |CAZ|CTX | FEP |FOX|IMP |MEM |ERT| TIC | TZP |AMC |ATM| AN | CIP | SXT | TGC |TOB| AK |Indice
20a |Edoacae | ) (ol (R) (R 8| (R | (M| (B | (R | (B | (R | (R ® | (R | ® | ® | © | O
18, [coneumonse] 3| 37| @ e ez e oo e T el [ s
végétaux | vrsa, Kpneumonize | | o | (R | Ry | @) | (R |(®)| (R | (R | (B S| ©|©® || ®| 0 @ O
e HE R ARG BEEBEEEE
oo oreamense| | 75| 5 |0 el o e ] oo
e | wess momnaca| | 38| 8 18] ol o ol el e g ] o
vache | LV |Kpneumonize | oy | Tall By | Ry |9 | (R [(RY| (R | (R | (R ()| O | (®)| (R | ) |CRy| & | 082
s | e omemone| 3 | 818 |8 e s ol ol s g [ e 2 o
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Résultats

100% 100% 100% 100% 100% 100%

87,5%
75%
®
37.50%
25%
I 12,50%
-

MEM AMC TZP TIC FOX ERT FEP CTX IMP ATM CAZ
ATB

Figure 6 : Taux de résistances des souches d’entérobactéries aux B-lactamines

75%
50%
37,50%
X
12,50% 12,50%
BB~
TOB SXT AN CIP TGC AK

ATB

Figure 7 : Taux de résistances des souches d’entérobactéries aux autres familles

d’antibiotiques

1 1 1

0,82 0,65 0,59 0,53 0,41
INDICE DE MULTIRESISTANCE

NBRS DE SOUCHES

Figure 8 : Indices de multirésistance aux antibiotiques des souches

d’entérobactéries
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3.4. Détermination des phénotypes de résistance aux carbapénemes
Le test de Hodge et le Carba NP test modifié ont été positifs pour les 8 souches

d’entérobactéries, indiquant la production probable d’'une carbapénémase (figure 9 et

10), non inhibées par 'TEDTA (Figure 11), ce qui signifie que nos souches sont de type

OXA-48.

p
s g

—
-

Témoin- Témoin+

Figure 11 : Résultat du test a ’EDTA pour la souche MZ 19
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Discussion et conclusion

L’objectif principal de notre étude est I'isolement et I'identification de BMR (SARM
et EPC) dans certaines denrées alimentaires obtenues de différents commerces de la
région de Bejaia. La motivation principale de notre étude est que la présence de ces
bactéries pathogenes dans les denrées alimentaires pourrait étre a l'origine de

plusieurs infections d’origine alimentaire.

Au cours de notre étude, la prévalence des souches SARM dans les aliments
analysés est de 11.35%. La présence de cet organisme dans les denrées alimentaires
a été rapportée par plusieurs auteurs dans différents pays. Par conséquent, cela
indique qu’il y a une possibilité de transmission de SARM et les génes de virulence
associés aux consommateurs quand ces produits sont consommeés crus ou mal cuit

comme le cas du lait ou des végétaux.

Les données concernant la prévalence de SARM en Algérie chez les animaux sont
tres limitées et la détermination de sa présence dans les produits carnés et le lait peut
fournir une indication sur les risques sanitaires associés a la consommation de ces

produits.

Le pourcentage de SARM dans le poulet (abats et carcasses) au cours de notre
étude est de 10%. Cette prévalence est supérieure a celle rapportée par (Boost et al,
2013) tandis qu’elle est inférieure a celles rapportées par (Fessler et al, 2011 ; Sallam

et al, 2015).

Concernant, la présence de SARM dans la viande, nous avons rapporté un

pourcentage de 34% qui est supérieure a celui rapportés par (Chairat et al,2015),

Pour le lait de vache, nous avons obtenu une prévalence de 34% qui est tres supérieur
a ceux rapportés dans d’autre pays : 2.5% en lItalie (Parisi et al, 2016). Cependant, ce

taux reste inférieur a celui rapportés en Egypte (EI-Ashmawy et al, 2016).
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Discussion et conclusion

La présence de ces pathogenes dans les aliments souligne I'importance du stricte
encadrement des pratiques d’élevage et des procédures sanitaires durant les
processus de stockage, manipulation et transport des aliments qui sont considérés
comme des points critigues da la contamination croisée par S. aureus et les

entérobactéries.

Les souches de SARM et EPC rapportées dans notre étude montrent une
multirésistance aux antibiotiques. Les génes de résistance associés peuvent ainsi
avoir un impact négatif dans le traitement des infections causées par ces souches,
spécialement chez les sujets immunodéprimés, les personnes ageées et les enfants.
Le développent de cette multirésistance peut étre attribuée a I'acquisition d’éléments
génétiques mobiles codant pour de multiple génes de résistance. Ainsi la résistance
de SARM est liée a la présence dans les éléments SCCmec de plusieurs genes de
résistance comme la résistance a l'oxacilline, gentamicine...etc. Pour les EPC,
différents plasmides sont connus pour véhiculer les génes carbapénemases associées
aux autres genes de résistance comme la résistance aux aminosides et aux

guinolones.

L’utilisation des antibiotiques en élevage est connue pour étre le facteur majeur
responsable de I'émergence de bactéries multirésistantes dans le monde. Les
pénicillines sont trés largement utilisées dans les fermes au niveau de la wilaya de
Bejaia pour soigner les animaux malades (bovins, ovins ou caprins), mais aussi
comme des antibiotiques prophylactiques dans I'élevage de volaille. De plus, les
souches résistantes aux pénicillines peuvent avoir des résistances croisées aux autres

B-lactamines incluant les céphalosporines et les carbapénémes.

En conclusion, dans la présente étude, des souches multirésistantes de SARM et

d’EPC ont été isolées a partir d’échantillons de différentes denrées alimentaires avec
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Discussion et conclusion

une proportion élevée dans certaines denrées. Il est évident que la présence des
génes de résistance chez ces souches est associée a l'usage incontrélé des
antibiotiques en médecine humaine et vétérinaire, lincidence des souches

multirésistantes de SARM et d'EPC dans les aliments doit étre étroitement surveillée.

Pour que notre étude soit exhaustive et significative, un certain nombre de points

doivent étre pris en compte:

v" Augmenter le nombre d’échantillon pour chaque denrée alimentaire et

élargir la zone géographique au niveau national.

v Etudier l'origine de la contamination par les BMR d’origine alimentaire et

établir les points critiques.

v/ Etudier la clonalité des souches pour voir si ces clones sont communs a

ceux isolés chez les humains et les animaux d’élevage.
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Annexes

ANNEXE |

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

Gélose Mac Conkey

PePLONE 8 CASEINE. ... ettt e A7g
PePtoNe de VIANAe. ... ..o 39
= (1 (0] = PP RTPRN 10g
Mélange de Sels DIlIaires. ..o 159
ChIorure de SOQIUM ... . e e e e e 5¢
ROUGE NEBULIE ... e 0.03 g
CriStal VIOIBT ... 0.001g
pH 7.3

Gélose Mueller Hinton

Infusion de viande de bOBUT ... 39

Hydrolysat e CASEINE ........iuie et 1759

Y 1017 [ o P 1.5¢

2 - | PP 17g
pH 7,4

Gélose Hektoen

Peptone pepsique de Viande. .........coiiiiiii i 12 g
Extrait autolytique de levure. ... ..o 39
0= T (01T 12 g
SACCNAIOSE ... 12 g
Sl N e 29
SIS DIlAINES. . . 99
ChIOrure de SOAIUML. ... ... et ees 59
Thiosulfate de SOTIUM. ... .. e e 59
Citrate ferrique ammoniACal......... ..o 1.5g
Bleu de bromothymol.. .. ... 65mg
FUCShING @CIdE. ... e e 40mg
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Agar agar bacteriologiQUE. .........oiiiri i 13.5¢

Gélose Baird Parker

PP ONE . 10g
Extrait de viande de boeuf ... ... 49
EXIraIt A IBVUIE ..o 29
Pyruvate de SOQIUM ... e 10g
GIYCOCOIIE .. e 12g
Chlorure de Ithium ... e 59
0 = L T - 20g

A ajouter en conditions stériles juste avant I'ensemencement :

e Emulsion de jaune d'GBUf ............ccuuiiieeiiieeeiie e, 50 ml
o Tellurite de POtasSSIUM. .. ...t e e er e e 0,19
pH 7.2

Bouillon Trypticase soja

Peptone trypSique de CASEINE ..........iuie it e 179

Peptone papainique de SOja ..o 34

ChIorure de SOAIUM ... .. e e 5¢g

Phosphate bipotassiQUE ........ciiii i e 29

1110 T 29
pH 7.3

Bouillon Géolitti Cantoni

Y D O 109
Extrait de viande. ... ..o 5¢
EXtrait de leVUIe. ... 59
L] Yo T = 1.2g
a0l ... e 20g


https://fr.wikipedia.org/wiki/Asepsie
https://fr.wikipedia.org/wiki/Jaune_d%27%C5%93uf
https://fr.wikipedia.org/wiki/Tellure

Annexes

Pyruvate de SOTIUM. ... ..o e 39

Chlorure de
501 111 1 5g
Chlorure de ITNIUM. .. ..o e e e 59
TWEEIN B ..t 19
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ANNEXE Il

Préparation de la solution A

La solution A (solution contenant I'indicateur de pH) est préparée comme suit :

1- Préparer une solution concentrée de rouge de phénol 0.5% poids/volume.

2- Mélanger 2ml de la solution concentrée de rouge de phénol dans 16.6ml d’eau
distillée.

3- Ajouter au mélange 180ul d’'une solution de ZnSO4 10mM pour obtenir une
concentration finale de ZnSO4 a 0.1mM.

4- Ajuster le pH a 7 avec une solution de NaOH (1N).



Résumé

L’objectif de notre étude est la recherche des souches de S.aureus résistant a la
méthicilline et des entérobactéries productrices de carbapénémases. Un total de 414
prélevements a été effectué a partir de différentes denrées alimentaires (merguez,
poulets, ceufs, lait de vache, végétaux et patisseries). Pour les EPC, aprés isolement,
la sensibilité des souches aux antibiotiques a été déterminée par la méthode de
'antibiogramme standard par diffusion. La production de carbapénémase a été
déterminée par I'utilisation de différents tests phénotypiques incluant le Hodge test, le
Carba NP test modifié ainsi que le test a 'TEDTA. Pour le SARM, aprés isolement, des

CMils ont été déterminéEs vis-a-vis de différentes familles d’antibiotiques.

Au total 08 souches d’EPC et 47 souches de SARM ont été isolés avec des
prévalences de 1.93% et 11.35% respectivement. Des taux de résistance des souches
EPC aux B-lactamines allant de 12.5% pour la ceftazidime jusqu’a 100% pour le
méropéneme ont été enregistrés. La totalité des souches SARM ont présenté une

résistance a I'oxacilline et a la céfoxitine.

Mots clés : denrées alimentaires, SARM, EPC, carbapénémase, Bejaia.

Abstract

The aim of this study is the determination of the prevalence of S. aureus strains
resistant to methicillin and producing enterobacteria carbapenemases isolated from
food. A total of 414 food samples were taken from different spurces (sausages,
chickens, eggs, cow's milk, vegetables and pastries). For ECP, after isolation, the
sensitivity of strains to antibiotics was determined by the disc diffusion diffusion
methode; carbapenemase production was determined by the use of different
phenotypic tests including Hodge test, the modified Carba NP test EDTA test. For
MRSA, after isolation, the MICs were carried out from differents antibiotics.

8 ECP strains and 47 strains of MRSA were isolated with prevalence of 1.93% and
11.35% respectively. Resistance rate of ECP strains to B-lactams from 12.5% to
ceftazidime to 100% for meropenem. All MRSA strains have shown resistance to

oxacillin and cefoxitin.

Key words : food, MRSA, ECP, carbapenemase.
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