République Algérienne Démocratique et Populaire
Ministére de I'Enseignement Supérieur et de la Recherche Scientifique
Universitée AMIRA-Bégaia

Faculté des Sciencesdela Natureet dela Vie
Département de Microbiologie

Filiere: Sciences Biologiques

Option: Microbiologie Moléculaire et médicale

Mémoire de Fin de Cycle

En vue de I'obtention du dipléme
MASTER

Theme

Etude dela sensbilité aux antibiotiques des
souches de Staphylococcus aureus et

d'entérobactériesisolées du lait camelin

Présenté par :

BEN HANIA Oum Elkhir & KADIR Asma

Soutenu le: 17/06/2017

Devant le jury composé de:

BOUKTIT N. MAA Présidente
TOUATI A. Professeur Encadreur
KERAMANE B. MAA Examinatrice

Année universitaire: 2016/2017



Dédicaces

Je dédie cetravail a
Mes chers parents, mes seeurs et freres
Atoute mafamille

A celui qui est tout le temps proche de moi, celui qui prend ma main et touche mon

CeeUr
A tous mes amis

A toute la promotion Master MMM 2017

A tous ceux qui ont contribué de pres ou deloin a |’ élaboration de ce travail.

Asma



Dédicaces

Grace a la volonté de Dieu et avec beaucoup de courage et de patience je dédie ce

travail :
A tous ceux qui me sont chers,
Mes parents,
Ma grand- mere,
Mes seeurs,
Mes freres,
Mon fiance,
Mes amies,

A toute ma famille

Et a tous ceux qui ont contribué de prés ou de loin a I’ éaboration de ce travail.

Oumeékhir



Remerciements

Nous exprimons toute notre gratitude a notre encadreur Pr. TOUATI qui hous adonné
la chance de travailler sous sa direction, dont les encouragements et les conseils nous
ont permis de réaliser ce travail.

Egaement nous voudrions remercier Melle MAIRI qui, par ses consels, sa
collaboration et son soutien moral, a contribué a la réalisation et a l'achévement de ce

travail.

Nous aimerons manifester toute notre reconnaissance la plus profonde a tous les

membres du jury qui ont bien voulu accepter d’ examiner ce travail.

Un grand merci sincére au Dr. BENAISSA le Directeur du centre de recherche
scientifique et technique des régions arides de Touggourt ainsi que tout le personnel
du centre pour leur accueil chaleureux au sein de leur équipe.

Nous tenons aussi aremercier vivement tousles éeveurs de chameaux qui nous ont

accueillies et rendues service en nous permettant de realiser cette recherche.



ListedesFigures

Figure1l: Test deHodge modifié............covveiieiiiiie i1l
FIQUre 2 : DD-TESt SYNEIQie. .. en ettt et e e e e e e e e e e e e e ea e 11
Figure3: Testde Catalase positif..........coovii i e 14

Figured : TestdeDNaESE......c.ovvi it e e e e e ee e LD



Liste destableaux

Tableau | : Liste des antibiotiques testés pour les souches de Saureus.................. 8
Tableau |1 : Liste des antibiotiques testés pour les souches d'entérobactéries .......... 9

Tableau | 11: Répartition desprél@vements .......... o coeveeiiie i e 11
Tableau | V: Résultats didentification des souches de Saureus.......................... 12

Tableau V:Résultats de la sensihilité des souches de Saureus isolées aux

ANt Ot QUES TESLES. .. ... e e e e e e e e 1

Tableau VI: Résultats de la sensibilité des souches d'entérobactéries isolées aux

antibiotiques testés, du test de Hodge modifié et du test de synergie ................... 15



Liste des abréviations

BL SE : B-lactamases a Spectre Etendu.

BMR : Bactérie Multi Résistante.

C1G : Céphalosporines de 1éme génération.

C2G: Céphalosporines de 2éme génération.

C3G: Céphalosporines de 3éme génération.

C4G: Céphalosporines de 4éme génération.

CC : complexeclonal.

DD Test : Double Disc Test.

EPC : Entérobactérie Productrice de Carbapénémases.
EUCAST : European commitee on Antimicrobial Susceptibility Testing.
GC : Gioletti Cantoni.

KPC : Klebsiella pneumoniae carbapenemase.

MBL: métallo-pB-lactamases.

NDM : New Delhi métallo-p-lactamases.

PLP : Protéine Liant Pénicilline.

SARM : Staphylococcus aureus Résistant ala Méthicilline.
SCC mec : Staphylococcal Cassette Chromosome mec.
TSB : Ttryptic SojaBroth.



Sommaire

Remer ciements

Dédicaces

Sommaire

Listedesfigures

Liste destableaux

Listedes abréviations

INErOdUCTTION GENEIAIE......ceeieieiiiee e e 1

Matériel et méthodes

1. EChantillONNagE. .. .cocueoieieeieeee ettt 7

2. Isolement et identification des souchesde Saureus...........cccveeveeveneeneeceneenieeene 7
2.1. Isolement apartir de @it ........cccvevieceeiieie e 7
2.2. Isolement a partir des écouvillons NasauX €t FECLAUX.........cvevveveerreereeseereeereeseenns 8

3. Isolement et identification des souches d’ entérobacteries...........ccvoveveveieveseneene, 8
3.1, Isolement A Partir e @it ........cueeeieieiise e 8
3.2. Isolement a partir des €COUVIIIONS FECLAUX.........ccverueeieerierieeee e eee e ee e 9

Détermination de lasensibilité aux antibiOtiQUES .........ccoveevveieciere e, 9
5. Test deHOAge MOITI€........cccueiuieecieeee e 10

6. Recherche des B-lactamases a spectre étendu chez les souches d’entérobactéries .. 11

Résultats

O o o U= o I (o 1= 12
2. SOUCNES DACLEITENNES. ......ecueeeeiesie ettt sttt enseseesrenresreenis 13
3. Résultats de lasensibilité des souches de S.aureus aux antibiotiques..................... 15
4. Reésultats de la sensibilité des souches d’ entérobactéries aux antibiotiques et du test
(0 LSS0 = S 15
DisCUSSION € CONCIUSION......ccuiiiiiieiiesiee e s sre e 17
Références bibliographiqUES.........covoiiiieie e e 21

Annexes



| ntroduction générale

Les zoonoses sont des infections et des maladies qui sont naturellement
transmissibles de I’animal al’Homme et inversement. La gravité de ces maladies chez
I'Homme peut varier selon I'origine principale de I'infection (EFSA, 2008). La
surveillance de I’ antibiorésistance des bactéries d’' origine animale permet  de collecter
un ensemble de données afin de caractériser les tendances, de détecter de nouveaux
événements a I'origine d’'une alerte, de documenter le niveau de résistance de
déférentes espéces bactériennes et enfin d’ étudier I’ émergence de nouveaux sérotypes
dotés de profils de résistance aux antibiotiques (Chardon et Brugere, 2014).

Les agents antimicrobiens, en particulier les antibiotiques, sont des
meédicaments vétérinaires utilisés dans les élevages laitiers pour le traitement et la
prévention de diverses maladies. Ils sont également utilisés pour améliorer les
aliments et augmenter la production laitiére. Ils sont aussi utilises en tant que
promoteurs de croissance (Sharma et al., 2011). Néanmoins, des bactéries
zoonotiques développent une résistance a ces agents antimicrobiens. L’ émergence de
ces bactéries résistantes aux antibiotiques est devenue un probleme de santé publique

mondiale qui touche la médecine humaine et vétérinaire (Chardon et Brugere, 2014).

Plusieurs auteurs ont observé que I'administration d'antibiotiques aux animaux
laitiers, en particulier lorsque le lait est récolté, constitue un facteur mageur de
sélection de bactéries multirésistantes (RESAPATH, 2013). Cette résistance
bactérienne qui se produit chez ces animaux peut étre transmise a I’Homme non
seulement par la voie aimentaire, mais aussi par d autres voies telles que I'eau ou la
contamination de I'environnement ainsi que par contact direct avec les animaux
(Mesfin, 2015).

La flore bactérienne commensale peut former un réservoir de génes de
résistance et elle peut étre augmentée considérablement par le transfert horizontal
d'édléments génétiques tels que des plasmides par conjugaison (EFSA, 2008). Parmi
ces flores commensales, Staphylococcus aureus (Saureus) et les entérobactéries
peuvent étre al’ origine d’infections chez I’'Homme et les animaux d’' élevage.

Le chameau (Camelus dromedarius) demeure I’animal d' élevage |e plus adapté
aux régions arides et semi-arides d'Afrique et d’'Asie (Siboukeur, 2007). Le
dromadaire est aussi un animal laitier et sa vocation laitiere bien que connue de

longue date n’a intégre les circuits marchands que récemment (Faye et al., 2014). Le
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lait de chamelle est I’ un des aiments les plus précieux pour les populations pastorales
des régions arides et semi-arides. Au cours des dernieres années, la consommeation de
lait de chamelle par la population urbaine a sensiblement augmentée (Bengoumi et
Faye, 2015).

Le lait cru camelin peut contenir des microorganismes pathogenes et il peut
occasionnellement jouer un réle dans la transmission de ces bactéries pathogenes a
I'Homme (Pal, 2012). Parmi les bactéries pathogenes les plus isolées du lait qui
provoquent des maladies notables, on peut citer Salmonella, Escherichia coli,
Brucella, Saureus et Listeria (Abera et al., 2016). Ces souches pathogenes pour
I’Homme et I'animal, pouvant avoir acquis des résistances aux multiples

antibiotiques, peuvent y proliférer (Bashir, 2014).

Cependant, la contamination du lait cru par des bactéries multirésistantes aux
antibiotiques (BMR) peut constituer un risque potentiel pour la colonisation des
consommateurs et des professionnels (Marshal et Levy, 2011). En raison de ce
risque, I'évaluation de la qualité sanitaire et hygiénique du lait cru destiné a la
consommeation ou a la transformation est essentielle et doit étre sévérement control ée.
Elle indique aussi si I'animal producteur est en bonne santé, et si la traite a été faite

dans des conditions hygiéniques (Ghazi et Niar, 2011).

Saureus est un microorganisme présent comme un commensal sur la peau, le
nez et les mugueuses de I’Homme et des animaux en bonne santé, y compris les
animaux d élevage (Lozano et al., 2016). Cependant, il existe également des souches
virulentes de S. aureus qui sont attribuées a la présence de facteurs de virulence
incluant des protéines de surface, des toxines et des enzymes. En outre, ces souches
ont la capacité de développer rapidement une résistance a n'importe quel antibiotique
entrant dans |'utilisation clinique (Sabouni, 2014). Les infections causées par cet agent
virulent peuvent varier d’ une infection cutanée relativement mineure comme les
furoncles et les cellulites a des maladies mortelles telles que I'endocardite et la
septicémie. |l constitue également un agent pathogene principal de la mammite

clinique et subclinigue chez les animaux (Teshome et al., 2016).

En 1940, la pénicilline a éé introduite pour le traitement des infections a
Saureus et en moins d'un an, des souches de Saureus résistantes a la pénicilline ont

fait leur apparition (Gomez, 2014). Cette résistance est médiee par le géne
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plasmidique, blaZ, qui code pour la production d’une enzyme de PB-lactamase
(pénicillinase) qui hydrolyse le cycle B-lactame de la pénicilline et la rend inactive
(Arumugam et al., 2017). En 1961, apres |’ émergence de cette enzyme, la méthicilline
a été découverte et introduite en clinique pour traiter les infections causées par
Saureus résistant a la pénicilline. Cependant, durant la méme période, des souches
Saureus résistantes alaméthicilline (SARM) ont été décrites, et sont devenues depuis
la cause la plus fréquente des infections nosocomiales et communautaires dans le
monde entier (Habib et al., 2015).

La résistance a la méthicilline chez Saureus est liée a la production d'une
protéine de liaison a la pénicilline modifiée 2a (PLP2a) additionnelle, qui est codée
par le gene mecA ou mecC situé sur un élément génétique mobile appelé cassette
chromosomique staphylococcique (SCCmec) (Paterson et al., 2014). La PLP2a
posséde une tres faible affinité pour les B-lactamines et confére une résistance a la

méthicilline et a toutes les B-lactamines (Pantosti, 2012).

La séquence du géne mecA est trés conservée, aors que l'organisation
structurelle de la cassette SCCmec montre des variations selon les isolats de SARM
(Stéphanie et al., 2013). Les souches SARM associées a I'hdpital (SARM-H) sont le
plus souvent multirésistantes portant généralement des cassettes SCCmec de type |, 11
et 111 qui leur conférent des genes de résistance a d'autres familles d'antibiotiques,
tandis que, les isolats de SARM associées a la communauté (SARM-C) portant des
cassettes SCCmec de type IV et V tendent a étre plus virulentes et moins résistantes
aux antibiotiques (Keenan et al., 2016).

L'épidémiologie de Saureus chez les animaux a suscité de I'intérét ces derniéres
années, non seulement en raison de leur importance dans la médecine vétérinaire et en
raison de |‘augmentation des épisodes infectieux causes par ce pathogene (en
particulier par des souches de Saureus résistantes a la méthicilline (SARM)), mais
aussi en raison de I'émergence d'un clone associé aux élevages (SARM-L) et leur
potentiel zoonotique de plus en plus démontré (Lozano et al., 2016).

La souche de SARM-L du complexe clona CC398 a été identifiée
premierement chez les animaux d’ élevage en Europe (Ce clone portant le gene mecC

qui est a 70% homologue avec le gene mecC et il portant aussi des cassettes SCCmec
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detypelV ou V. Les souches de SARM-L ont été aussi identifiées chez personnes en

contact avec les animaux (Zogg et al 2016).

La transmission des souches de SARM-L des animaux a I'Homme et leur
introduction dans la chaine aimentaire sont un probleme de santé publique qui
continue & augmenter dans le monde entier. Cette transmission dépendra du niveau de
contact entre les humains et les animaux, tandis que l'introduction dans la chaine

alimentaire se ferapar le biais danimaux colonises (Mai-siyamaet al., 2014).

Le premier rapport de SARM dans les animaux d’ élevage a été publié au début
des années 1970, lorsgue ces bactéries ont éé isolées de lait de vaches laitieres
atteintes de mammite en Belgique (Petinaki et Spiliopoulou, 2012).

Les entérobactéries sont aussi des microorganismes présents dans la flore
intestinale normale de I'Homme et des animaux. Elles sont responsables d’infections
variées incluant des infections urinaires, septicémies, pneumonies, infections hépato-
digestives, etc. Ainsi, les entérobactéries sont considérées comme la source la plus
commune d'infections acquises en milieu communautaire et hospitalier (Dortet et al.,
2013).

Cette flore intestinale possede la propriété de se disséminer facilement via une
transmission manuportée ou via une contamination de I’ eau et des aliments, y compris
dans la chaine dimentaire. Elle a aussi la capacité d'acquérir aisément du matériel
génétique par transfert horizontal de genes (Toleman et Walsh, 2011).

Plusieurs mécanismes de résistance aux P-lactamines ont été décrits chez les
entérobactéries parmi eux la production d’enzymes telles que les B-lactamases a
Spectre Etendu (BLSE) et la céphalosporinase plasmidique qui ont émergées depuis
les années 1980 et se sont disséminées chez la majorité des especes d'entérobactéries.
Ces enzymes hydrolysent la majorité¢ des B-lactamines (Pénicilline, C1G, C2G, C3G
et C4G) sauf les carbapénemes. Les bactéries productrices de ces enzymes sont
associées a des infections sevéres en cliniques. Le traitement de cesinfections aételié
a l'utilisation de plus en plus répandue de carbapénéme, une classe majeure

d'antibiotiques (Hawkey et Livermore, 2012).

Les carbapénémes (imipéneme, ertapéneme, méropénéme et doripéneme) sont

une classe d’antibiotiques appartenant a la famille des -lactamines et ayant le spectre
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d’ activité antimicrobienne le plus large (Doi et Paterson, 2015). L’ excellente activité
antibactérienne de ces carbapénémes est liée ala rapidité de leur pénétration atravers
la paroi externe des bacilles & Gram négatif et a leur stabilité vis-a-vis de la plupart
des B-lactamases naturelles ou acquises dont les céphalosporinases et les BLSE

(Livermore et al., 2007).

Cependant ces dernieres années, des souches d’ entérobactéries résistantes aux
carbapénemes par la production de carbapénemases (EPC) ont été signalées dans le
monde entier. Les carbapénemases sont des enzymes qui inactivent un grand nombre
de P-lactamines et leur spectre d’hydrolyse est variable selon le type d’enzyme
(Nordmann et al., 2012). Une grande variété de carbapénémases a été identifiée chez
les entérobactéries et elle appartient aux trois classes moléculaires d Ambler, dont la
classe A, avec en particulier les enzymes de type KPC (Klebsiella pneumoniae
carbapenemase), la classe B regroupant les métallo-p-lactamases (MBL p.ex. NDM),
et la classe D des oxacillinases incluant les enzymes de type OXA-48 (Dautzenberg
etal., 2014).

L es génes responsabl es de ce mécanisme de résistance sont situés sur un support
plasmidique ou associés a des ééments génétiques mobiles (séquences d'insertion,
intégrons ou transposons). Ces éléments contribueraient fortement ala diffusion inter-
espéces de ces génes, ce qui conduit a une propagation rapide des EPC autant dans les
milieux de soins que dans la collectivité (Sakarikou et al., 2017). Ces EPC ont causé
des infections difficiles a traiter et peuvent limiter trés fortement les possibilités
thérapeutiques (Carmeli et al., 2010).

Cependant, les enquétes sur les EPC chez les animaux d'éevage sont limités. La
surveillance active de ces bactéries résistantes aux carbapénémes dans la chaine
alimentaire est nécessaire de toute urgence, avec un suivi accru et rigoureux de tous
les résultats positifs (Woodford et al., 2014).

Des travaux récents signalant la présence de ces BMR dans les produits
alimentaires (lait de vache, fruits et |égumes) ont été rapportés par I'équipe du Pr
Touati (Yaici et al.,2016 et Touati et al., 2017). Cependant a |'échelle national e aucun
travail n'a été rapporté sur la présence de ces BMR dans le lait camelin cru et la

colonisation des chameaux par ces BMR
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Les objectifs de la présente étude sont de déterminer la sensibilité aux
antibiotiques des souches de S.aureus et d'entérobactéries isolées de lait camelin, et de
détecter la présence des souches de SARM et dEPC, ainsi que d évauer le taux de

portage de ces souches chez le cheptel camelin.




Matériel et méthodes

1. Echantillonnage

Notre travail a été réalisé au sein de deux laboratoires : le Laboratoire de Centre
de Recherche Scientifique et Technologique des Régions Arides (CRSTRA) de
Touggourt et le Laboratoire d Ecologie Microbienne de I’Université A-Mira Bejaia,

pendant une période de deux mois, alant du 12 février au 12 avril 2017.

Cette étude a été conduite sur 56 chamelles « Camelus dromedarius » en stade
de lactation et en bonne santé appartenant a cing troupeaux de dromadaires tirés au
hasard de trois régions sahariennes (Ouargla, El-oued et Biskra) qui sont caractérisées
par une implantation non négligeable de I’ élevage de dromadaires (Annexes 1). Pour
chacune des chamelles, trois prélevements (lait, écouvillonnage nasal et
écouvillonnage rectal) ont été effectués et conservés immediatement dans une glaciere
et transportés aussitot au laboratoire du centre de recherche dans un délai ne dépassent
pas 24h pour étre anal ysés.

Nous avons soumis a chague éeveur un questionnaire portant sur ses pratiques

detraite, I’ état de santé des chamelles et les stades de lactation (Annexes 1).

Il est a noter que les souches de S.aureus ont été recherchées dans les 3 types de
prélévements, aors que les souches d’ entérobactéries ont été recherchées dans les

prélévements de lait et |es prélévements rectaux.
2. |solement et identification des souches de S.aureus

Le protocole disolement des souches que nous avons utilisé est celui mis au
point par Mlle MAIRI Assia dans le cadre de sa these de doctorat au niveau du

laboratoire d'Ecologie Microbienne.
2.1. Isolement a partir du lait

Un volume de 200ul de lait a été introduit dans 180ul de bouillon Gioletti
Cantoni (GC) additionné tellurite de potassium (Liofilchem, Italie).Quelques gouttes
d’ huile de paraffine ont é&é ajoutées pour créer I’anaérobiose. Aprés incubation a
37°C/24 a 48h, les tubes présentant un noircissement au fond ont été ensemenceés sur
gélose Chapman (Annexes V). Apres incubation a 37°C/24 a 48h, les colonies
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présentant les caractéres culturaux de S.aureus (colonies jaunes entourées d’ une zone

jaune brillante) ont été repiquées sur la gélose Chapman pour étre purifiées.
2.2. | solement a partir des écouvillons nasaux et rectaux

Pour les préléevements nasaux et réctaux, un pré-enrichissement a été fait en
introduisant chague écouvillon dans 1ml de bouillon Trypticase Soja (TSB) (Institut
Pasteur, Alger) puis incubé a 37°C/24h. Apres I’incubation, un volume de 180 pl de
bouillon GC a été ensemencé avec 50 ul du bouillon de pré-enrichissement .Le reste

de la procédure est le méme que celle suivie pour lelait.

En plus des caracteres morphologiques, |'identification des souches
présomptives de Saureus a été effectuée sur la base de la coloration de GRAM,
Catalase et DNase:

e Coloration de Gram
La coloration de Gram a été effectuée a partir des colonies prélevées de la
gélose Chapman. Les souches de S.aureus apparaissent apres la coloration sous forme
de cocci Gram + en diplocoques et en grappes de raisin.
e Recherchedelacatalase
Un ose de culture bactérienne a été prélevé; puis placée sur une lame contenant
une goutte de péroxyde d hydrogéne (H202). Une réaction positive se traduit par
I'observation d'une effervescence.
e Recherchedela DNase
A partir d’une culture pure, la gélose & ADN a été ensemencée avec une anse
pleine sous forme d’'une strie. Nous avons inclu un témoin négatif (Staphylococcus
epidermidis), ains qu'un témoin positif (Saureus Méti (S) ATCC 29213). Les boites
ont été incubées a 37°C/18 a 24 h. Apres incubation, les boites ont é&é inondées avec
du Hcl 1 N. Aprées 5 a 10 minutes de contact, I'exces de HCI a été éliminé. Les

souches DNase (+) sont entourées d'une zone claire autour de lastrie.
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3. Isolement et identification des souches d’ entérobactéries
3.1. Isolement a partir du lait

A partir de chagque échantillon de lait un volume de 100 pl a été ensemence sur
la gélose Mac Conkey (Annexes V). Aprés incubation a 37°C/24 a48h, un repiquage

a été effectué a partir des boites positives afin de purifier les souches.

3.2. Isolement a partir des écouvillons rectaux

Pour les prélévements rectaux |’isolement se fait a partir de la suspension de
pré-enrichissement indiqué ci-dessus. Un volume de 50 pl de cette derniere a été
ensemenceée sur la gélose Mac Conkey et incubée a 37°C/24 a 48h. Aprés incubation,

les boites positives ont été purifiées.

4. Détermination dela sensibilité aux antibiotiques

L’ étude de la sensihilité aux antibiotiques a été réalisée par la méhode de
diffusion sur gélose Mueller-Hinton (MH) sdlon les recommandations du comité
Européen de I'antibiogramme (I’EUCAST, 2017). Les antibiotiques testés ont été
déposés sur gélose MH préalablement ensemencée par écouvillonnage a partir d’un
inoculum bactérien de 108 UFC/mI. L’incubation a été faite a 37°C/18 a 24h. Les
tableaux | et |1 donnent respectivement les antibiotiques testés pour les souches de
Saureus et d'entérobactéries.

L’interprétation des diamétres des zones d’inhibition a été effectuée selon les
recommandations de |’ EUCAST, 2017.

Tableau N° | : Liste des antibiotiques testés pour |es souches de Saureus

Diamétres critiques
Antibiotique |Abréviation Charge Famille (mm)
(H)
S R

Céfoxitine FOX 30 B-lactamines >22 <21
Oxacilline OXA 5 B-lactamines >13 <10
Vancomycine VAN 30 Glycopeptides >21 <15
Ciprofloxacine CIP 5 Fluoroquinolones >21 <15
Clindamycine DA 2 Lincosamides >22 <19
Rifampicine RA 5 Rifamycine >20 <16
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Tableau N° |1 : Liste des antibiotiques testés pour |les souches d'entérobactéries

Diamétres
Antibiotique Abréviation| Ch¥ge Famille critiques (mm)
(Lg) S R
M éropéneme MER 10 B-lactamines >22 <16
Céfoxitine FOX 30 B-lactamines >19 <15
Gentamycine GEN 10 Aminosides >17 <14
Tétracycline TET 30 Tétracycline >15 <11
Ciprofloxacine CIP 5 Fluoroquinolones| >22 <19
Amikacine AK 30 Aminosides >16 <13
Céfotaxime CTX 5 B-lactamines >20 <17
Céftazidime CAZ 30 B-lactamines >22 <17
Amoxicilline-clavulanate AMC 10+20 B-lactamines >19 <19
Aztréonam ATM 30 B-lactamines >24 <21
o gﬂfr;‘gt%g‘a‘;gfe SXT  |125+2373| Sulfamides | =16 | <13

5. Test de Hodge modifié

Aprés avoir ensemencé une gélose Mac Conkey avec une souche de référence

sensible aux carbapénémes (E.coli ATCC25922), un disque d'imipénéme (IMP, 10ug)

a été appliqué au centre de la boite. La souche a tester, le témoin négatif (E. coli

ATCC25922) et le témoin positif (E. coli NMD-5) ont été ensuite ensemencés sur la

gélose sous forme de stries déposeées a partir de disque dimipéneme jusgu'a la

périphérie de la boite (Figure 1). Aprés 24h d'incubation a 37°C, la production d'une

carbapénemase se traduit par une distorsion de la zone d'inhibition autour du disque
dimipénéme (Lee et al., 2010).




Matériel et méthodes

Souche de .
controle E. Coli
(Témoin +) ATCC25922
@ (Téfnoln -)
Souche atester

Figure 1: Test de Hodge modifié

6. Recherche des p-lactamases a spectre étendu chez les souches

d’entérobactéries

Un disque d'amoxicilline-Acide clavulanique a été déposé au centre d'une
gélose MH préalablement ensemencée avec la souche a tester. Autour de ce disque
trois autres disques d’ antibiotiques (Ceftazidime, Céfotaxime et Aztréonam) ont été
déposés a 20 mm du disque central (Figure 2). Apres incubation a 37°C/24h, les
souches productrices de BLSE ont été détectées par la visualisation d’ un élargissement
de la zone d’inhibition (bouchon champagne) entre le disque AMC et ceux de CAZ,
CTX et ATM.

Figure 2 : DD-test synergie



1. Population étudiée

Résultats

Durant notre éude, 56 chamelles ont été incluses. Parmi elles, 40 (71,42%) étaient au
début de lactation, huit (14,29%) en mi- lactation et huit (14,29%) en fin de lactation.

Toutes ces chamelles étaient en bonne santé (aucun signe de mammite clinique n’a éé

décelé). Le Tableau N° [1I montre les différentes informations recueillies pour chagque

élevage.
Tableau N° [ 11 : Répartition des prélévements
_ _ Stade de Systéeme
Echantillon | Nombre Date Lieu ) i
lactation d'élevage
Lait 8 :
Ouargla(Hassi- | _ _
1 | nesd 5 12/02/2017 fin - lactation Extensif
Messaoud)
fécal 5
Lait 8
El-oued _ ) o _
2 | nasa 8 18/02/2017 mi- lactation | semi-intensif
(Bayada)
fécal 8
Lait 17
Ouargla début - o _
3 | nasa 17 04/03/2017 _ _ _ semi-intensif
(Ain Beida) lactation
fécal 17
Lait 3
Ouargla début - )
4 | nasdl 3 22/03/2017 _ Extensif
(Touggourt) lactation
fécal
Lait 20 _
Biskra début - o _
5 | nasa 20 23/03/2017 ) _ semi-intensif
(Bire Naame) lactation
fécal 20




Résultats

2. Souches bactériennes

A partir de 56 échantillons de lait cru de chamelles analysés, aucune souche de BMR
(SARM et EPC) n’a été isolée durant notre étude.

A propos des prélevements nasaux et fécaux, les résultats obtenus ont été auss

négatifs pour |a présence des souches de SARM et dEPC.

En revanche, cinq isolats présomptifs de Saureus ont été isolés, mais aprés
I"identification de ces isolats nous avons obtenu seulement trois souches qui ont été
confirmées comme appartenant a Saureus (Tableau N° 1V, Figure 03 et Figure 04). Ces
souches ont éte isolées de trois prélevements différents et de trois chamelles différentes
donnant des prévalences de 1,8% (1/56) dans le lait, 1,9% (1/53) pour le portage nasa et
1,9% (1/53) pour le portage rectal.

En plus, neuf souches d entérobactéries ont été isolées des pré évements fécaux avec
une prévalence de 17% (9/53). Ma heureusement ces souches n'ont pas pu étre identifiées

faute de moyens.

Tableau N° |V : Résultats d’ identification des souches de S.aureus

Code W (L)50 | W (R)45 W(N)45 | W(N)54 | W (N)55
GRAM (+) (+) (+) (+) (+)
Catalase (+) (+) (+) (+) (+)
DNase (+) (+) () (+) )
I dentification Saureus Saureus | NonSaureus| Saureus |NonSaureus
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Figure 3 : Test de Catalase positif

T(+)

T(-)

W (R) 45(+)

W (N) 54(+)

Figure4 : Test de DNase
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3. Résultatsde la senshbilité des souches de S.aureus aux antibiotiques

Les résultats de la sensibilité des trois souches de Saureus sont résumés dans le
tableau N°V. Toutes les souches de Saureus sont sensibles a I'oxacilline et aux autres
antibiotiques .1l est a noter que la clindamycine n'a été testée que pour une seule souche

car elle n'éait pas disponible.

Tableau N° V : Résultats de la sensibilité des souches de S. aureus i sol ées aux

antibiotiques testés

Code FOX OXA VAN CIP DA RA
W (L) 50 26(9) 22(9) 19(9) 21(S) NT 19(9)
W (R) 45 33(9) 32(S) 16(S) 30(S) 27(9) 22(9)
W (N) 54 27(S) 24(S) 17(9) 28(S) NT 23(9)
L égende:

NT : Non testé, FOX : Céfoxitine, OXA : Oxacilline, VAN : Vancomycine, RA :

Rifampicine, CIP : Ciprofloxacine, DA: Clindamycine, S: sensible.

4. Résultats de la sensbilité des souches d’entérobactéries aux

antibiotiques, du test de Hodge modifieet du test de synergie

Les résultats de la sensibilité des neuf souches d’ entérobactéries sont résumés dans le
tableau N° VI. Il est & noter que toutes les souches d’ entérobactéries sont sensibles au
meéropeénéme et aux autres antibiotiques sauf une seule souche W (R) 42 qui est

résistante a latétracycline.

Les neuf souches d’entérobactéries ont montré que chacun des " test de Hodge
modifié¢"' et "test de synergie' est négatif. Cela indique gqu aucune souche n'est
productrice de carbapénémases ou de BLSE (Tableau VI).
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5. Tableau N° VI : Résultats de la sensibilité des souches d'entérobactéries isolées aux antibiotiques
testés, du test de Hodge modifie et du test de synergie

Code

MER

SXT

GEN

TET

CIP

AK

AMC

CTX

CAZ

FOX

ATM

Test
Hodge
modifié

DD-
Test

W (R) 4

30(S)

23(9)

21(9)

20(9)

30(S)

18(S)

25(9)

24(S

26(9)

21(S)

30(S)

Négatif

Négatif

W (R) 33

31(S)

27(9)

21(9)

23(9)

34(S)

24(9)

27(S)

29(9)

25(9)

26(9)

31(S)

Négatif

Négatif

W (R) 36

27(9)

24(S)

17(S)

20(9)

31(S)

18(S)

24(S)

28(9)

24(S)

24(9)

30(S)

Négatif

Négatif

W (R) 39

32(9)

26(S)

20()

19(S)

29(S)

20(S)

24(9)

26(S)

22(S)

21(S)

27(9)

Négatif

Négatif

W (R) 40

30(S)

24(S)

19(S)

20(9)

29(9)

23(9)

23(9)

26(9)

22(9)

23(9)

28(9)

Négatif

Négatif

W (R) 41

31(9)

23(S)

18(S)

20(9)

29(S)

20(5)

22(S)

26(S)

22(S)

23(S)

27(9)

Négatif

Négatif

W (R) 42

33(9)

26(S)

19(S)

6(R)

29(S)

25(S)

25(S)

27(9)

25(S)

25(S)

34(S)

Négatif

Négatif

W (R) 53

35(S)

25(9)

25(9)

24(9)

33(S)

25(9)

32(S)

35(S)

29(9)

26(9)

36(S)

Négatif

Négatif

W (R) 56

30(S)

25(9)

19(S)

22(9)

38(S)

21(9)

25(9)

29(9)

22(9)

22(9)

28(9)

Négatif

Négatif

L égende:

MER : Méropéneme, SXT : Triméthoprime-sulfaméhoxazole, GEN : Gentamycine,
TET : Tétracycline, CIP: Ciprofloxacine, AK : Amikacine, AMC : Amoxicilline-

clavulante, CTX : Céfotaxime, CAZ : Céftazidime,

FOX : Céfoxitine,

Aztréoneme, DD-Test : doubledisctest, S: sensible, R : résistante.

ATM :




Discussion et conclusion

La résistance bactérienne aux antibiotiques se développe rapidement dans le
monde et devient un probleme crucial non seulement pour la médecine humaine, mais
aussi pour la médecine vétérinaire. L’ émergence de cette résistance chez les animaux
et leurs produits a mis en lumiére I'intérét considérable du transfert potentiel de

résistance ala population humaine vialachaine alimentaire (Vasquez et al., 2017).

La surveillance de la résistance aux antibiotiques des bactéries zoonotiques et
commensales chez les animaux producteurs de denrées alimentaires et leurs aliments
est une condition préalable ala compréhension de I’ émergence et de la diffusion de la
résistance (EFSA, 2014).

Compte tenu du contexte de cette étude que nous avons évoqué précédemment
dans le chapitre matériel et méthodes, ce travail connait certaines limites parmi
lesquelles |" absence d' une enquéte préliminaire suffisante qui aurait permis de mieux
connaitre I'éat clinigue des chamelles dans les élevages étudiés, ains que les
conditions difficiles dans lesquelles les analyses bactériologiques ont été réalisées
peuvent étre a I’origine de légeres différences dans les résultats obtenus qui sont a

prendre comme des ordres de grandeur plutét que comme des résultats precis.

Durant notre étude, la colonisation par les BMR (EPC et SARM) a été négative
pour toutes les chamelles dans les trois types de prélévements (lait cru,
écouvillonnages nasaux et rectaux). Cela ne signifie nullement |’ absence de ces BMR
dans les éevages camelins en Algérie du fait que notre éude a inclu un échantillon

faible (56) qui n’ est pas représentatif.

La prévalence nulle de SARM obtenue pour |I’échantillon de lait cru a é&é
précédemment rapportée par Mahima et Alka (2016) en Inde, Teshome et
collaborateurs (2016) en Ethiopie, Al-Juboori et collaborateurs (2013) en Jordanie et
Alqurashi et collaborateurs (2013) au Soudan. Le niveau de contamination du lait
avec des souches de SARM peut varier selon I'emplacement géographigue et la saison
de préléevement ainsi que la végétation sur laquelle la population de chameaux en zone
désertique est alimentée (Mahima et Alka, 2016).

L’ absence de portage rectal de SARM donné par Al-Thani et Al-Ali (2012) est
similaire au résultat de notre étude. Tandis que Mai-siyama et al (2014) ont rapporté

un taux de portage nasal de 1,9% au moment ou le notre est négatif.




Discussion et conclusion

D'une maniere générale, chez les animaux de compagnie qui impliquent
beaucoup plus de contact avec I’'Homme, |'acquisition des souches de SARM est
principalement d origine humaine. Tandis que I'élevage d'animaux traditionnels, y
compris les chameaux impligue beaucoup moins de contact avec les animaux que le
bétail d'élevage intensif (Marina, 2008).

Saureus a éé classé comme le microorganisme le plus fréquent ou le deuxieme
plus fréguemment isolé des infections des pis chez les chameaux (Abdel Gadir et al.,
2005). Au cours de notre étude nous avons obtenu un taux de 1,8% de S.aureus dans
lelait cru qui est proche a celui rapporté par Ebrahim et collaborateurs en 2013 (3,3%,
1/30) sur des chamelles en bonne santé. Alors qu'il est relativement faible par rapport
a ceux rapportés par plusieurs auteurs: Mahima et Alka (8%, 5/62), Teshome et
collaborateurs (6,5%, 4/62), et Vaerie (5,4%, 9/162). Cependant ces taux peuvent étre
plus élevés chez les chamelles présentant une mammite, comme cela a été rapporté
par plusieurs auteurs: Al-Juboori et a., 2013(14,2%, 23/162) et Alqurashi et a.,
2013 (36%, 9/25).

La présence de Saureus dans le lait camelin cru permet de révéler de la
suspicion d une mammite subclinique. Ce qui peut présenter un risque potentiel pour
la santé du consommateur en particulier en cas de présence des souches
enterotoxiques (Zarei et al., 2014). Alors que peu dinformations sont disponibles sur
I'occurrence et la toxicité potentielle de cette espece bactérienne dans le lait de
chameau (Rahimi et Alian, 2013).

Un taux de portage de Saureus 1,9% (1/53) a été obtenu dans chacun des deux
sites nasal et rectal. Le portage nasal est plus faible que celui signalé par Mai-siyama
et al., 2014 (17,6%) alors gue le portage fécal est supérieur a celui rapporté par Al-
Thani and Al-Ali, 2012 (0%). Ce portage peut constituer un risque potentiel de

transmission aux personnes qui sont en contact avec ces animaux.

Concernant la prévalence nulle des souches d’ EPC que nous avons obtenue dans
le lait cru et dans les prélevements fécaux, nous n’avons pas pu faire la comparaison

car aucun article n’a été trouvé dans la littérature.

La préva ence des entérobactéries obtenue dans le lait est aussi nulle. Ce résultat
est en accord avec celui obtenu par Vaerie (2007) et Alamin et collaborateurs (2013).
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Cependant, dans plusieurs enquétes sur le lait de chameaux, les prévalences des
entérobactéries rapportées sont contradictoires: Abera et collaborateurs (2016) ont
rapporté un taux de a 25%, Al-Juboori et collaborateurs (2013) ont rapporté un taux
de 5,6% et Saleh et Faye (2011) ont rapporté un taux de 30%. Malgré cette prévaence
nulle, la présence des entérobactéries dans le lait cru pourrait étre due a une
contamination croisée avec des microorganismes pathogénes soit par contamination
fécale, soit par excrétion directe du pis danslelait (El-Ziney et Al-Turki, 2007).

Le taux de potage féca d entérobactéries obtenu est d environ 17%. Cette
valeur est similaire a celle rapportée par Al-Thani et Al-Ali en 2012. Cette présence
peut constituer un risque potentiel pour les consommateurs de lait et peut étre a

I’ origine de mammite chez les chamelles.

Parallelement, selon Van et collaborateurs (2005), le lait de dromadaire contient
un systéme inhibiteur naturel qui empéche la croissance bactérienne pendant les2 a 3
premieres heures. Si le lait est refroidi dans ce délai a4 ° C, il maintient presgue sa
gualité d'origine. Mais sa qualité dépend de la nutrition et de la santé de I'animal
(Aberaet al., 2016).

D’autre part, Barbour et al (1984) et Rahem (2016) ont mis en évidence
I’inhibition des bactéries pathogenes par le lait camelin qui est caractérisé par son
activité antimicrobienne due a la présence de protéines protectrices (Lysozyme,

lactopéroxydase, lactoferrine et autres).

Des éudes montrent que les modéles de sensibilité des souches de Saureus
isolées du lait camelin & l'agent antimicrobien sont variables dans le monde entier ;
mais les isolats étaient généralement sensibles a la kanamycine, ciprofloxacine,
vancomycine, et gentamicine (Teshome et al., 2016). La souche de Saureus isolée du
lait dans la présente étude a montré une grande sensibilité aux antibiotiques testés.
Cette sensibilité est comparable aux résultats obtenus dans une éude similaire réalisée
par Teshome et collaborateurs (2016).

Les souches d’ entérobactéries ont également montré une grande sensibilité aux

antibiotiques testés.

Cette sensibilité aux antibiotiques de ces souches peut étre due a I’ utilisation

moins fréquente de ces antibiotiques dans les services vétérinaires des zones d'étude.
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Cela permet de suggérer que ces antibiotiques pourraient étre utilises comme

traitement de la mammite dans les élevages de chameaux dans les zones d’ éudes.

Sur la base des résultats de cette étude, nous pouvons affirmer que la prévalence
des souches de SARM et d'EPC chez les cheptels camelins peut étre considérée
comme relativement nulle ou trés faible pour les zones géographiques étudiées.
Cependant une surveillance continue est nécessaire pour lutter contre ce phénomene

de multirésistance.

En perspectives, ces résultats restent préliminaires et nécessitent d’ étre approfondis
par :
= Un échantillonnage plus large et sur une période plus importante,
= Une enquéte préliminaire suffisante incluant les antibiotiques utilisés dans les
élevages camelins,
= Une détection rapide de ces souches BMR afin de prendre plus vite les

mesures préventives et thérapeutiques appropriées vis avis de cet éevage.
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Résumé

L’ objectif de notre éude est d’ étudier la sensibilité aux antibiotiques de souches de
Saphylococcus aureus et d'entérobactériesisolées du lait de camelin.

Trois prélevements (lait cru, écouvillonnage nasal et écouvillonnage rectal) ont été
recueillis de 56 chamelles en lactation tirés au hasard de trois régions sahariennes en Algérie
pour isoler et identifier les Saureus et les entérobactéries. L'étude de la sensibilité aux
antibiotiques a éé réalisée par laméthode de diffusion sur gélose Mueller Hinton.

Aucune souche de Saphylococcus aureus résistantes a la méthicilline (SARM) ou
d'entérobactéries productrices de carbapénemases (EPC) n'a été isolée. Cependant trois
souches de Saureus (1.9%) ont été isolées de trois prélévements différents. Neuve souches
d entérobactéries (17%) ont éé isolées des prélévements fécaux. Toutes les souches de
Saureus sont sensibles aux antibiotiques testés. Les souches d entérobactéries sont auss
sensibles aux antibiotiques testés sauf une seule souche (11.1%) est résistante a la
tétracycline.

Bien gque la prévalence des SARM et EPC soit nulle, la présence de ces bactéries dans
le lait cru de chamelle peut constituer un risque pour la santé de la population.

Mots-clés : antibiorésistance, Saureus, Entérobactéries, lait camelin cru, portage.

Abstract

The aim of our study is to isolate Saureus and Enterobacteriaceae from camel raw
milk and to determine their antimicrobial susceptibility pattern.

Raw milk, nasal and fecal samples were collected from 56 randomly selected
lactating camels in Algerian livestock producing pastoralists areas for isolation and
identification of Saureus and Enterobacteriaceae. Antibiotic susceptibility was performed on
the whide S. aureus and Enterobacteriaceae isolates by disk diffusion method.

Neither methicillin resistant Staphylococcus aureus (MRSA) nor carbapenemase-
producing Enterobacteriaceae (CPE) strains were isolated. However three Saureus strains
(1.9%) were isolated, one strain per each sample type. Nine Enterobacteriaceae strains (17%)
were isolated from the fecal samples. All the isolates of Saureus are sensitive to the tested
antibiotics. Enterobacteriaceae isolates are sensitive to the tested antibiotics except one strain
(11.1%) wich isresitant to tetracycline.

Although frequency of MRSA and CPE is negative, the presence of these resistant
bacteriain raw camel milk may constitute a public health risk.

Keywords: antibiotic resistance, Saureus, Enterobacteriaceae, raw camel milk, carriage.



