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La sécurité sanitaire des aliments devient complexe lorsque les aliments sont préparés et servis aux
patients hospitalisés. Ces derniers sont plus vulnérables aux maladies d'origine alimentaire que la
population générale. La sécurité hygiénique des aliments n’est généralement pas prévalue en raison du
manque de connaissances appropriées et du respect des normes internationales. Au Maroc, il n’y a
pratiqguement pas de données sur la situation hygiénique des repas présentés dans les hdpitaux. Cette
premiére étude menée au sein d’un hopital public marocain vise a évaluer I’impact des bonnes pratiques
d’hygiéne sur la qualité hygiénique des plats ainsi qu’une caractérisation et la détermination des profils
de résistance des souches bactériennes isolées.

La réponse a ces objectifs est faites en 3 étapes qui consistent en :i) I’évaluation des connaissances des
manipulateurs en matiére d’hygiéne via un questionnaire avant et apres le suivi d’une formation sur les
bonnes pratiques en matiére d’hygiene, ii) 1’analyse bactériologique des échantillons d’aliments
collecter durant une période d’une année, de surfaces et d’ustensiles ainsi que le personnel (nasal et
manuportage), iii) corrélation entre les connaissances des manipulateurs et la qualité microbiologique.
Les résultats montrent qu’au cours de la période de préformation, le degré de connaissances en pratiques
d'hygiéne était insuffisant chez les manipulateurs des aliments. En fait, 57,50% des manipulateurs
d'aliments avaient un score faible. Ce score a significativement augmenté en post-formation (Z = -5,309,
p <0,05) et une association significative a été notée entre les scores et toutes les caractéristiques
démographiques étudiées (p <0,05).

Pour I’analyse bactériologique, 300 échantillons d’aliments, 238 prélévements de surfaces et 40
échantillons des prélévements biologiques chez le personnel sont réalisés. Les résultats montrent que les
trois quarts des échantillons d’aliments étaient conformes aux normes marocaines en vigueur. La non-
conformité a été de Les bactéries les plus fréquemment isolées dans la période de préformation ont été
les coliformes fécaux (55,59%) suivis de la flore mésophile aérobie totale qui a été détectée dans 30,48%
des prélevements. Les coliformes totaux, Staphylococcus aureus, bactéries anaérobies sulfito-
réductrices et Listeria spp ont été isolés a partir de 8,23%, 2,35%, 2,35% et 1% des échantillons
respectivement. Au cours de la deuxiéme période, I'analyse microbiologique des échantillons collectés
montre une diminution des taux de détection des espéces bactériennes. Pour les surfaces, 1’analyse
bactériologique des échantillons montre un taux de non-conformité de 36.78%. Sur la totalité des
prélevements des mains analysés, 92.5% ont présenté des germes. La fréquence d’isolement de
Staphylococcus spp nasal était de 83,33% avec une prédominance de Staphylococcus a coagulase
négative (66,67% des cas positives) vs 33,33% de S.aureus.

L’examen moléculaire a permis I’identification de 2,4% des souches E.coli porteuses de I’antigéne
flagellaire H7 et I’absence du sérotype O157.

La résistance des bactéries isolées a été réalisée pour tous les isolats obtenus a partir des 3 matrices :
aliments, surfaces et manipulateurs d’aliments et des taux de résistance importants ont été détectés avec
un grand nombre et une trés grande hétérogénéité des profils de résistance. Ceci laisse supposer la
multiplicité des sources de contamination. Les taux élevés de bactéries multi résistantes est alarmant
surtout que les aliments sont destinés a une population vulnérable et peut constituer un risque d’infection
nosocomiale d’origine alimentaire. Ceci est d’autant plus important lorsque le taux de micro-organisme
dépasse les normes établies. Ce taux qui se voie diminuer avec la formation et la sensibilisation des
manipulateurs.

Les résultats obtenus dans cette étude mettent en évidence la nécessité d'une surveillance continue de la

chaine de production alimentaire dans les établissements de soins, d'une réévaluation des processus de
nettoyage et d'assainissement mis en place et de lI'adoption de stratégies préventives notamment le
systeme HACCP afin de minimiser les risques pour la santé publique.

Mots clés : Pratiques d’hygiéne alimentaire, résistance bactérienne aux antibiotiques, Caractérisation
moléculaire des bactéries, Impact de la formation du personnel, risques d’intoxication alimentaire.



Food safety becomes complex when food is prepared and served to hospital patients. This community
is more vulnerable to foodborne illness than the general population. Hygienic food safety is generally
not prevailed due to the lack of appropriate knowledge and respect for international standards. In
Morocco, there are practically no data on the hygienic situation of the meals served in hospitals. This is
the first study carried out in a Moroccan public hospital that aims to assess the impact of good hygiene
practices on the hygienic quality of food as well as a characterization and determination of resistance
profiles of isolated bacterial strains.

To achieve these objectives the study is divided in 3 parts that consist on: i) the evaluation of hygiene
practices knowledge among food handlers via a questionnaire before and after the provision of training
on good practices; ii) bacteriological analysis of the collected food samples, surfaces and utensils as
well as the personnel (nasal and hand); iii) correlation between the knowledge of the handlers and the
microbiological quality.

The obtained results show that during the pre-training period, the level of hygienic practices knowledge
was insufficient among food handlers. In fact, 57.50% of food handlers had a low score. This score
increased significantly in post-training (Z = -5.309, p <0.05) and a significant association was noted
between the scores and all studied demographic characteristics (p <0.05).

For the bacteriological analysis, 300 food samples, 238 surface samples and 40 samples of biological
samples were collected. The results show that three-quarters of food samples complied with Moroccan
standards. The non-compliance was mostly due to faecal coliforms (55.59%) followed by the total
aerobic mesophilic flora which was detected in 30.48% of samples. Total coliforms, Staphylococcus
aureus, anaerobic sulphite-reducing bacteria and Listeria spp were isolated from 8.23%, 2.35%, 2.35%
and 1% of the samples respectively. During the second period, microbiological analysis of collected
samples shows a decrease in the bacterial species detection rates. The bacteriological analysis of surfaces
and equipment shows a non-compliance rate of 36.78%. For the analyzed hand samples, 92.5% were
contaminated. The frequency of nasal Staphylococcus spp isolation was 83.33% with a predominance
of negative coagulase Staphylococcus (66.67% of positive cases) vs 33.33% of S. aureus.

Molecular examination identified 2.4% of the E. coli strains carrying the H7 flagellar antigen and the
absence of the 0157 serotype. The resistance of isolated bacteria was carried out for all the isolates
obtained from the 3 matrices: food, surfaces and food handlers and significant resistance rates were
detected with a large number and a very large resistance profiles heterogeneity. This suggests the
multiplicity of contamination sources. The high levels of multi-resistant bacteria is alarming, especially
since food is intended for a vulnerable population and can constitute a risk of nosocomial infection of
food origin. This is more important when the rate of microorganism exceeds the established standards.
This rate, which is decreasing with food handlers training.

The obtained results in this study highlight the need for continuous monitoring of the food production
chain in healthcare establishments, a re-evaluation of adopted cleaning and sanitation processes and the
adoption of new strategies including the HACCP system in order to minimize risks to public health.
Keywords: Food hygiene practices, antibacterial, Molecular characterization of bacteria, staff training
Impact, food poisoning risk.
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L’hygiéne dans le secteur alimentaire est d’une importance capitale en milieu hospitalier. Par
ailleurs, du fait de sa vulnérabilité, le patient est plus sensible aux toxi-infections alimentaires
que les autres couches de la population. Ainsi, des aliments préparés dans des conditions ne
permettant pas le respect des régles d’hygiéne peuvent étre a I’origine d’une infection ou
intoxication (Lund et O’Brien, 2014). En fait, les micro-organismes peuvent proliférer et
atteindre un seuil dangereux dans les cuisines ou régnent des conditions de croissance optimale,
c’est-a-dire une humidité relative importante et une température élevée (Abouda et al., 2014).
Les régles d’hygiéne alimentaire applicables a 1’hopital sont celles définies en restauration
collective (Abouda et al., 2014). Elles ont comme but d’éviter la contamination des denrées et
la prolifération microbienne tout au long de la chaine alimentaire depuis la livraison des

produits crus jusqu’a la consommation.

En fait, la fréquence des toxi-infections alimentaires survenant dans les établissements de soins
est actuellement mal connue. Toutefois, ce risque ne doit pas étre négligé car ces infections
peuvent avoir des effets graves lorsqu’elles surviennent chez une population de patients
immunodéprimés (Lund, 2019). La prévention de ces infections passe par des mesures
d’hygiéne conformément aux textes réglementaires concernant 1’alimentation collective et aux
recommandations internationales (FAO/WHO, 2017).

Parmi les mesures prise par beaucoup de pays pour la maitrise sanitaire en production
alimentaire est la mise en place d’un systéme basé sur le concept HACCP (Hazard Analysis
And Critical Control Point) (Cosson, Bolnot, et Tronchon, 2003). Bien que le concept ne fasse
pas encore I’objet d’une obligation législative pour sa mise en ceuvre au Maroc, le présent
travail se propose d’évaluer I’importance de dans la restauration hospitaliere.

Un des éléments essentiels dans ’hygiene alimentaire est le manipulateur. Plusieurs études ont
démontré son role primordial dans le maintien de la salubrité et la qualité hygiénique des repas
prépareés. les manipulateurs d'aliments doivent étre supervisés et formes en matiere d’hygiene
alimentaire en fonction de leurs activités professionnelles (Todd, 2014). Ainsi, plusieurs études
ont montr¢ le role crucial de la formation du personnel sur I’amélioration de la qualité des repas

préparés (Cameron et al., 2017 ; Greig et al., 2007).
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Le danger de I’infection nosocomiale par des bactéries pathogenes via les aliments est établi.
Cependant, la résistance des souches aux antibiotiques présente un risque d’autant plus
important surtout pour cette population vulnérable. L'émergence d'agents pathogénes
multirésistantes est l'un des problemes de santé publique les plus critiques des derniéres
décennies. En fait, la dynamique des agents pathogenes résistants aux antibiotiques dans les
produits alimentaires a deux dimensions distinctes. L'une d'elles concerne la transmission
d'agents pathogenes bactériens résistants des produits alimentaires aux animaux ou aux
humains et ces intoxications alimentaires peuvent étre plus dangereuses sur la santé humaine
(Chen, Yan, et Jackson, 2015); la seconde impligue la circulation de déterminants génétiques
conférant une résistance antimicrobienne. Ces déterminants peuvent étre transférés
horizontalement de souches bactériennes résistantes a des souches bactériennes sensibles,
parfois entre des membres de genres différents, et souvent aprés de trés courts contacts
(Motarjemi et al., 2014).
Ce travail s’inscrit dans le cadre de la prévention des infections nosocomiales d’origine
alimentaire dans une structure hospitaliére au Maroc. Les objectifs de ce travail sont :
e Objectif principal :
Evaluer l'intérét de la mise en place d'une formation sur les bonnes pratiques de I'nygiéne dans
'amélioration de la qualité microbiologique des aliments servis aux patients et personnel d’une
structure hospitaliere.
e Objectifs secondaires :
v/ Détermination des connaissances et attitudes des employés de la cuisine d’une structure
hospitaliére en matiere des bonnes pratiques d'hygiéne
v’ Contrdle microbiologique des mains des opérateurs
v Evaluer l'impact d'un programme de formation les bonnes pratiques d’hygiéne sur
I'amélioration de la qualité microbiologique et les attitudes du personnel de la cuisine
v’ détermination et suivi de la qualité microbiologique des différents aliments et a différents stades
de préparation (matiére premiére et aprés préparation).

v' Suivi de I’hygiéne des surfaces de la cuisine et des ustensiles.

<

Une caractérisation microbiologique et moléculaire des souches pathogenes isolées.

v Proposition des mesures de contrdle de qualité en fonction des failles trouvées.
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I- Restauration collective
I-1 Définition

La restauration collective est une activité destinée au personnel et aux usagers des collectivités
publiques ou privées afin de leur permettre de prendre un repas sur place (INRS, 2007).

I-2 Restauration collective a caractere sociale
La restauration collective a caractere sociale assure un service gratuit ou onéreux, et dont une
partie au moins de la clientéle est constituée d’une collectivité de consommateurs réguliers et
peut étre subdivisee sur plusieurs secteurs (INRS, 2007) :

- L’enseignement (Université, colléges, etc.)

- Lasanté (hépitaux)

- Les Maisons de retraite

- Les Secteurs spécifigues comme : I’armée, les centre de vacances, les centres de

détention, etc.

I1- Hygiéne et sécurité alimentaire dans la restauration collective

I1.1 Principes généraux d’hygiéne
Les Principes généraux d'hygiene alimentaire sont des bases solides qui permettent de garantir
I'nygiéne des aliments et ils doivent étre, au besoin, utilisés en conjonction avec chaque code
spécifique d'usages en matiere d'hygiéne, ainsi qu'avec les directives régissant les criteres
microbiologiques. lls s'appliquent a la chaine alimentaire depuis la production primaire jusqu'a
la consommation finale, en indiquant les contréles d’hygiene qui doivent étre exercés a chaque
stade. Afin d’accroitre la sécurité sanitaire des aliments, il est recommandé d'utiliser chaque
fois que possible le systéme d'analyse des risques - Points critiques pour leur maitrise (HACCP
pour Hazard Analysis Critical Control Point) et les Directives concernant son application

(FAO, 2011).
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11-2 Systeme d'analyse des risques et de maitrise des points critiques (HACCP) :

11-2-1 Définition

Le systeme d'analyse des risques et de points critiques pour leur maitrise (HACCP) est
I'approche convenue au niveau international pour le contrdle de la sécurité sanitaire des
aliments. La norme de référence pour la mise en ceuvre du HACCP est publiée par la
Commission du « Codex Alimentarius » du Programme conjoint des Nations Unies pour
l'alimentation et l'agriculture et I’Organisation mondiale de la santé sur les normes alimentaires
(FAO/WHO, 2017). L'approche HACCP est inscrite dans la Iégislation de nombreux pays (ex :
reglement de la Commission européenne sur I'hygiéne des denrées alimentaires (CE N °
852.2004)), et ses principes sont flexibles et peuvent étre appliqués a tout stade de la chaine
alimentaire et partout dans le monde (CE, 2004). Le HACCP peut étre appliqué par toutes les
entreprises alimentaires, grandes et petites, et également pour améliorer le controle de la
sécurité alimentaire dans les pays en développement et méme pour le contréle de la sécurité

alimentaire a domicile (Wallace, 2014).

11-2-2 Principes du HACCP

Le systeme HACCP utilise des concepts et des termes prédéterminés qui comprennent (De

Oliveiraet al., 2016) :

e Danger : contamination biologique, physique ou chimique inacceptable qui rend les
aliments impropres a la consommation.

e Risque : probabilité estimée d'occurrence d'un danger.

e Point de contrdle critique (CCP): étape de production ou des mesures préventives
sont appliquées afin de maintenir le produit donné sous contrble et d'éliminer, de
prévenir ou de réduire les risques pour la santé du consommateur. 1l existe différents

types de CCP selon le niveau de maitrise du danger: CCPe, lorsque les dangers sont
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éliminés; CCPp, lorsque les dangers sont évités; et CPPr, lorsque les dangers sont
réduits, minimisés ou retardés a des niveaux significatifs.

Limite critique : valeur ou attribut déterminé pour chaque variable liée a un point
critique. La non-conformité entraine des risques pour la santé des consommateurs. Les
limites critiques sont déterminées par des directives ou des normes juridiques, la
littérature spécialisée, I'expertise pratique, les enquétes précedentes, les reglements
internes de I'entreprise et d'autres sources. Action corrective : Actions immédiates et
spécifiques a mettre en place en cas de non-respect des limites critiques.

Validation : utilisation de tests supplémentaires ou examen des enregistrements de
surveillance pour déterminer si le systeme HACCP fonctionne conformément au plan.

Arbre de décision : séquence logique utilisée pour déterminer si une matiere premiére,
un ingrédient ou une étape du processus est un CPP pour un danger donné. Un arbre de

décision est composé des cing questions, comme le montre la figure 1.
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QUESTION 1

Existe-t-il une ou plusieurs mesures(s) préventive(s) de maitrise?

Modifier I’étape, le

oul Py .
NON procédé ou le produit

La maitrise est-elle nécessaire a

cette étape pour garantir la oul
sécurité sanitaire?

NON STOP*

QUESTION 2

L’étape est-elle expressément congue pour éliminer la probabilité
d’apparition d’un danger ou la ramener a un niveau acceptable?

NON oul

QUESTION 3
Est-il possible qu’une contamination s’accompagnant de dangers

identifiés survienne a un niveau dépassant les limites acceptables
ou ces dangers risquent-ils d’atteindre des niveaux inacceptables?

oul NON STOP*

QUESTION 4
L’étape suivante permettra-t-elle d’éliminer le ou les

risques(s) identifié(s) ou de ramener leur probabilité
d’apparition a un niveau acceptable?

oul STOP* NON CCP

* Cette étape n’est pas un point critique pour la maitrise (CCP). Passer 4 I’étape suivante.

Figure 1: Arbre de décision permettant de déterminer les points critiques (Linossier, 2003)

11-2-3 Programmes préalables du systeme HACCP
Les programmes préalables du systéme sont établis par I’entreprise concernée avant
la mise en place du systtme HACCP. Des exigences des programmes prealables
correspondent a des pratiques connus aussi sous d’autres NOMS : « principes généraux

d’hygiéne alimentaire», « bonnes pratiques d’hygiéne », « bonnes pratiques de fabrication



Revue bibliographique

», «bonnes pratiques alimentaires », « bonnes pratiques industrielles ».

Les programmes préalables sont congus pour créer un environnement sdr, adapté a la

fabrication d’aliments, qui ne comporte pas de source de contamination ; c'est sur eux que

reposent les plans HACCP. Les programmes préalables sont principalement : les locaux, le

stockage, le transport et I’entreposage, 1’équipement, le personnel, I’assainissement, la lutte

contre les parasites et enfin le retrait ou le rappel du produits.
11-2-3-1 Conception des locaux

La conception, la construction et I'entretien du batiment et de ses environs doivent

étre de nature a prévenir toute condition susceptible d'entrainer la contamination des aliments.
Les établissements doivent mettre en place un programme satisfaisant de surveillance et
de maitrise de tous les éléments visés par la présente section et doivent tenir les dossiers
nécessaires. Les risques de contamination dépendent de I'environnement et de la conception
du local de préparation des aliments. L’intégrité d'un batiment influence l'acces des ravageurs
(rongeurs et autres petits animaux rampants, oiseaux et insectes), des micro-organismes, de
la poussiere et de l'air pollué aux produits fabriqués (Lelieveld, 2014). Ainsi, plus la
concentration de contaminants dans I'environnement du travail est élevée, moins la zone est
adaptée a la production d’aliments strs. Ceci présente des répercutions sur le codt des aliments
produits répondants aux exigences de sécurité alimentaire (Motarjemi et al., 2014).
11-2-3-2 Zones de stockage des aliments
Le stockage des aliments doit étre congu pour garantir I’¢loignement des aliments des insectes
et autres ravageurs, méme apres emballage. Il doit permettre de contrbler I'humidité et la
température. En fait, le contrdle et la surveillance de la température sont essentiels pour le
stockage des produits périssables. L'entrée des insectes et des petits animaux peut &tre empéchee
en construisant la salle de stockage sur un niveau élevé, de telle sorte que I'entrée soit plus haute

que le trottoir extérieur. En outre, la salle de stockage doit répondre aux exigences génerales
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qui s'appliquent également a la zone de traitement pour garantir la possibilité du nettoyage de
I’espace : murs et plafonds lisses, pas de crétes, pas de fissures de surface et autres crevasses
ou les insectes peuvent se cacher. Les murs doivent étre étanches pour éviter les surfaces
humides a l'intérieur. Il est aussi important que I'éclairage soit suffisant pour I'inspection afin
de detecter toute trace de vermine (Lelieveld, 2014 ; Motarjemi et al., 2014)

11-2-3-3 Conception hygiénique des équipements

La conception hygiénique des zones de transformation des aliments est nécessaire afin d'assurer
une élimination efficace des micro-organismes et des contaminants lors de I'assainissement de
routine. La conception hygiénique de I'équipement est la plus importante car tous les aliments
transformés y sont en contact pendant leur fabrication (Edwards, 2004). Une mauvaise
conception peut également entrainer une augmentation des codts, a la fois indirectement et
directement en raison d'une éventuelle défaillance de la sécurité alimentaire. Le risque de
contamination augmente lorsque de bons principes de conception hygiénique ne sont pas
appliqués. De plus, une conception médiocre entraine des intrants supplémentaires de nettoyage
et d'assainissement et contribue ainsi aux risques environnementaux et a la non-durabilité. La
conception hygiénique doit tenir compte a la fois des matériaux de construction et de la
conception physique des surfaces de contact avec le produit, des surfaces de contact sans
produit et des zones d'éclaboussures (Murray, 2014).

11-2-3-4 Hygiene du personnel

L'objectif du programme pour le personnel est de garantir I'emploi de bonnes pratiques de
manutention des aliments. Le programme doit offrir au personnel de production la formation
continue nécessaire et concevoir un mécanisme pour Vérifier I'efficacité du programme de
formation. Il doit aussi veiller & leur état de santé. Les établissements doivent ouvrir et
tenir a jour les dossiers nécessaires pour le suivi du personnel. Les maladies d'origine

alimentaire impliquant des travailleurs de [l'alimentation infectés dans de nombreux
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établissements de restauration ont été largement signalées, certaines provoquant de nombreux

cas et des déces (Greig et al., 2007).

» Hygiene des mains

Les barriéeres physiques telles que les ustensiles et les vétements de protection appropriés ont
de la valeur mais sont insuffisantes pour empécher complétement la contamination des aliments
ou des surfaces en contact avec les aliments par les sécrétions corporelles. Ainsi, I'hygiéne des
mains est essentielle pour réduire la propagation des agents pathogenes, et bien que le gant
puisse réduire le risque de contamination des aliments, il ne remplace pas le lavage des mains.
Le lavage, le récurage, le rincage et le séchage sont des éléments essentiels du processus
d'’hygiene (Cameron et al., 2017).

Les défaillances les plus fréguemment rapportés associée aux manipulateurs est le contact des
mains nues avec la nourriture, suivi d'un manque de lavage des mains, d'un nettoyage inadéquat
de I'équipement ou des ustensiles de traitement ou de préparation, de la contamination croisée
des aliments par des ingrédients bruts contaminés (pour les agents pathogénes bactériens)

(Garayoa et al., 2016 ; Motarjemi et al.,2014).

» Formation du personnel

Afin d'améliorer les pratiques de sécurité sanitaire des aliments, la 1égislation d'un certain
nombre de pays exige que tous les manipulateurs d'aliments soient supervisés et formés en
matiére d'hygiéne alimentaire en fonction de leurs activités professionnelles (Todd, 2014).
Plusieurs études ont montré le role crucial de la formation du personnel sur I’amélioration de la

qualité des repas préparés (Cameron et al., 2017 ; Greig et al., 2007).

10
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11-2-3-5 Nettoyage et désinfection : L’assainissement et la lutte contre les parasites et les
microorganismes nuisibles
Le nettoyage et la désinfection sont directement liés a la maitrise des risques biologiques,
chimiques et physiques dans la chaine de production alimentaire et represente I'un des outils les
plus importants pour garantir des produits alimentaires sirs et de qualité (Wirtanen et al.,

2003).

» Nettoyage

La fonction principale du nettoyage est d'‘éliminer les dép6ts alimentaires, les micro-
organismes, les corps étrangers, etc., dans des conditions normales, cependant, I'élimination des
micro-organismes et des spores n'est pas terminée et c'est pourquoi le nettoyage doit étre suivi
d'une désinfection. Les machines, convoyeurs, etc. sont démontés de maniere a permettre
I'exposition de tout ce qui est susceptible de collecter des micro-organismes (Edwards, 2004).
Avant d'utiliser un produit chimique de nettoyage, tous les aliments et autres types de résidus
doivent étre eliminés par brossage, frottement, etc., puis toutes les surfaces doivent étre lavées
a l'eau. L'utilisation d'eau froide est recommandée afin d’éviter de caraméliser les sucres,
coaguler les protéines et créer un film invisible. Ce dernier, empéche le nettoyage complet et
représente une niche potentielle de micro-organismes et produit des odeurs désagréables. Apres
cela, le processus de nettoyage doit étre inspecté et I’action de nettoyage doit étre enregistrée

(Motarjemi et al., 2014).

» Désinfection

Dans I’industrie alimentaire, les termes «désinfection» et «désinfectants» sont utilisés pour
décrire les procédures et les moyens pour atteindre un niveau d’hygiene acceptable du point de

vue microbiologique. Il faut dire que ces procédures et ces matériaux ne peuvent pas garantir

11
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la «stérilité» (Wirtanen et al., 2003). Cependant, les désinfectants utilisés dans les lieux de

production alimentaire doivent avoir plusieurs criteres dont (Kakurinov, 2014):

Posséder un effet antimicrobien contre tous les micro-organismes présents dans un

environnement donné ;

- Avoir une tension superficielle suffisante qui permet une meilleure pénétration
dans les fosses et les pores des matériaux ;

- Etre rincé librement, et s'écouler de l'installation et sans causer aucune sorte de
pollution (produits ou environnement) ;

- Promouvoir a 1’élimination de souches résistantes de micro-organismes qui peuvent
survivre a son action ;

- Ne pas causer de corrosion ou d'autres types de dommages dans I'installation.

- Ne décolore pas les aliments ou autres matériaux ;

- Ne pas étre dangereux pour les employés ;

- Etre compatible avec les procédures de désinfection utilisées dans le batiment ;

- Etre facilement dissous dans I'eau avec une concentration déterminée

- Etre stocké pendant une période prolongée ;

Etre en conformité avec les exigences légales en matiére de sécurité, d'environnement

et de biodégradabilité.
11-2-3-6 Transport et entreposage
Les établissements doivent s'assurer que les ingrédients, les matériaux d'emballage et autres
matériaux recus de l'extérieur sont transportés, manutentionnés et entreposés d'une fagon
qui permet de prévenir des conditions susceptibles d'entrainer la contamination des
aliments. Les établissements doivent avoir en place un programme satisfaisant de contréle
et de maitrise de tous les éléments visés par la présente section et doivent tenir les dossiers

nécessaires.

12
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Les matieres premiéres, les ingrédients et les matériaux d'emballage (c'est-a-dire les
matériaux recus de I'extérieur) doivent étre transportés, entreposés et manutentionnés de
fagcon qui permet de prévenir toute contamination chimique, physique ou microbiologique.
Les établissements doivent prendre des mesures efficaces pour prévenir la contamination
des matieres premieres, des ingrédients et des matériaux d'emballage par contact direct ou
indirect avec des contaminants. Certains matériaux recus de I'extérieur devront étre certifiés
par des lettres de garantie, des résultats d'analyse ou d'autres moyens satisfaisants, en

conformité avec les plans HACCP (De Oliveira et al., 2016) .

I1- 2-3-7 Retrait ou rappel du produit fini

Le programme écrit de rappel doit indiquer les procédures que l'entreprise mettrait en
ceuvre en cas de rappel. L'objectif des procédures de rappel est de veiller a ce que le produit
fini puisse étre rappelé du marché le plus efficacement, rapidement et complétement
possible ; elles doivent pouvoir étre mises en ceuvre n'importe quand. L'efficacité du
programme doit étre vérifiée de facon périodique a l'aide d'essais.
11-3 Réglementation et textes législatifs
En matiére d'hygiene alimentaire, les états imposent des textes réglementaires précisant les
obligations des professionnels intervenant dans la production, la transformation et la
distribution des aliments. Ces réglementations différent entre les pays développés et les pays en
voie de développement. Il existe plusieurs modeéles adoptés dont le modele américain et qui est

le plus développé, le modéle européen et le modeéle africain.

11-3-1 Modeéle américain

Le systeme de sécurité sanitaire des aliments a caractére collective aux Etats-Unis est tres
rigoureux. Il est composé d’agences fédérales, de services administratifs au sein de chaque Etat
et des entreprises du secteur. Il se compose principalement de quatre structures : la FDA(Food

and Drug Administration) , le Center for Disease Control (CDC), le Food Safety and Inspection

13
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Service (FSIS) et I’Environemental Protection Agency (EPA) (FDA, 2019a). Les missions de
ces organismes est la gestion des risques en imposant des normes sanitaires et des textes
législatifs pour la production et 1’étiquetage des aliments ; L’évaluation des risques ; la
communication sur les risques et la surveillance épidémiologique des maladies humaines,
notamment des toxi-infections alimentaires, la surveillance de I’hygi¢ne personnelle et les
bonnes pratiques d’hygiéne auprés des manipulateurs d’aliments, les procédures de nettoyage
et désinfection et I’exigence d’un systéme HACCP dans les établissements (FDA, 2009).
Pour les aliments destinés a la population a risque, le FDA a réalisé des normes et des
recommandations spécifiques pour veiller a la sécurité sanitaire de cette population
immunodéprimée (FDA, 2019b). De plus, le FDA a approuvé un nouveau type de régimes
alimentaires chez les patients cancéreux pour prévenir les intoxications alimentaires chez cette
population en adoptant ce qu’on appelle « Low Bacterial Diet » « Faible régime bactérien » (van
Dalen et al., 2016).

11-3-2 Modéle européen

La plupart des pays européens adoptent un codex alimentaire qui exige des normes pour assurer
un niveau hygiénique adéquat sous la loi établie par 1’union européenne numéro 852-2004 du
29 avril 2004, et en particulier dans I’annexe II qui concerne les exploitants du secteur
alimentaire (CE, 2004). En plus, il existe dans chaque pays de I’union européenne des
organismes qui veillent sur 1’application des lois et des législations concernant la sécurité
sanitaire des aliments en restauration collective notamment a caractére sociale. Par exemple, en
France, il existe deux arrétés réglementant les conditions d’hygiéne applicables dans les
établissements de restauration collective a caractere social (Journal Officiel, 1997). Les deux

textes de lois définissent les conditions auxquelles doivent répondre :

. Les locaux (conception et ameénagement)

14
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. Les équipements (entretien et nettoyage-désinfection)

. L’hygiéne du personnel

. L’hygiéne de fonctionnement (refroidissement, cuisson, réchauffement)
. La gestion des déchets

. L’obligation de la mise en place d’un systeme HACCP.

11-3-3 Modéle africain

La plupart des pays africains, autant en voie de développement que non, n’ont pas de normes
spécifiques a I’hygiéne au niveau de la restauration collective. Les systémes traditionnels de
contréle des aliments dans la plupart de ces pays ne conferent pas aux agences concernées un
mandat et une autorité clairs pour prévenir les probléemes de sécurité sanitaire des aliments.
Comme la législation actuelle sur les aliments est obsolete, inadéquate, fragmentée et se
retrouve dans divers statuts et codes, crée une confusion évitable parmi les agents chargés de
I'application des contréles alimentaires, les producteurs et les distributeurs. L'application de la
législation alimentaire est également problématique, entrainant souvent une protection

insuffisante des consommateurs (FAO/WHO, 2017 ; FAO/WHO, 2005).

e Casdu Maroc

Au Maroc, un grand manque de textes législatifs spécifiques a la loi qui organise les mesures
et les pratiques d’hygiéne a respecter en restauration collective est noté. En fait, il n’y a
pratiquement aucune loi décernée a la restauration a caractére social. Néanmoins, il existe le
dahir portant Loi « n°= 1-75-291 du 8 octobre 1977 » recommandant les mesures relatives a
I’inspection sanitaire et qualitative des animaux vivants et des denrées animales ou d’origine

animale (Dahir n°1-75-291, 1979) et le décret n°=2-98-617 du 9 janvier 1999 (Décret n°2-98-

15
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617, 1999), pris pour I’application du précédent dahir suscité : « les vétérinaires inspecteurs ont
compétence pour inspecter aussi bien les denrées animales qu’elles soient mélangées ou non
avec d’autres denrées, que les endroits publics ou privés ou ces denrées sont manipulées,

préparées, transformeées, conditionnées, transportées, colportées, mises en vente ou vendues ».

11-4 Hygiene et sécurité sanitaire des aliments au niveau hospitalier

En ce qui concerne le probleme de la sécurité sanitaire et de I'nygiene des aliments dans les
hopitaux, les autorités hospitalieres peuvent prendre un certain nombre de mesures. Parmi ces
mesures, la mise en ceuvre du systtme HACCP (Djekic et al., 2016). Ce systeme qui vise
I'analyse et le contrdle des risques biologiques, chimiques et physiques liés a la production, a
I'approvisionnement et la manutention des matiéres premieres, a la fabrication, a la distribution
et a la consommation du produit fini (Fda, 2003). Les consultants du systeme HACCP insistent
fortement sur l'utilisation de bonnes pratiques de fabrication (BPF) et de bonnes pratiques
d'hygiene (BPH), en mettent I'accent sur I'nygiéne et la formation du personnel (Garayoa et al.,
2017a ; Garayoa et al., 2016). Tous les ustensiles de cuisine, les planches a découper pour
aliments et les surfaces de I'équipement en contact avec les aliments, a I'exception des surfaces
de refroidissement, utilisés pour préparer des portions d'aliments ou de boissons, doivent étre
nettoyés correctement apres chaque utilisation. Les surfaces de cuisson de I'équipement doivent
étre nettoyées toutes les vingt-quatre heures. Tous les ustensiles et les surfaces en contact avec
les aliments de I'équipement utilisé pour la préparation, I'entretien, I'affichage ou le stockage
doivent étre soigneusement nettoyés et désinfectés avant chaque utilisation. Les surfaces de
I'équipement qui ne sont pas en contact avec les aliments doivent étre nettoyées a des intervalles
permettant de les maintenir propres et dans un état hygiénique. Les produits alimentaires
doivent étre stockés conformément aux techniques standard de stockage d'aliments secs

(Garayoa et al., 2017b ; Kokkinakis et al., 2011).
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11-4-1 Difficultés du maintien de I'hygiéne et de la sécurité
Le maintien de la sécurité sanitaire des aliments devient complexe lorsque les aliments sont
préparés et servis aux patients hospitalisés, car ils sont plus vulnérables aux maladies d'origine
alimentaire que la population genéral (Lund 2015). En fait, la plupart d'entre eux sont souvent
des patients immunodéprimés. Cependant, et bien que le concept de sécurité sanitaire des
aliments est de plus en plus utilisé en raison de la multiplication des épidémies de maladies
d'origine alimentaire dans le monde, les établissements de santé tels que les hopitaux n’y
accordent pas une grande attention. La sécurité sanitaire des aliments n’est généralement pas
prévalue en raison du manque de connaissances appropriées et du respect des normes

internationales protocoles (Adikari et al.,2016).

I1-5- Normes marocaines pour I'analyse et I'interprétation microbiologique des aliments
Les produits alimentaires doivent répondre a des critéres microbiologiques. Ces criteres étaient
fixés par un arrété conjoint du ministére de I’agriculture et du développement rural, du ministére
de la santé et du ministére de I’industrie, du commerce et des télécommunication (Arréte
conjoint n°1737-02, 2004) . Suivant cette derniére, ’interprétation des résultats d’analyse
bactériologique des aliments au Maroc se fait comme présenté sur les tableaux en annexe 1.
Dans le cadre du renforcement de sa législation relative a la sécurité sanitaire des produits
alimentaires, les ministéres de 1’ Agriculture et de la Santé viennent de publier un arrété « n°293-
19du 9 joumada Il 1440 (15 février 2019) » qui définit la liste des normes microbiologiques et
toxicologiques ainsi que les limites autorisées dans les produits primaires et alimentaires

(Arrété Conjoint, 2019) (annexe 1).
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11- Infections d’origine alimentaire et infections nosocomiales

I11-1 Les infections nosocomiales

111-1-1 Définition

Les infections nosocomiales (IN) ou IAS (infections associées aux soins) sont des infections
qui ne sont pas présentes ou en incubation lors de I’admission du patient a I’hopital. Par
convention, il est admis qu’une infection survenant plus de 48 heures apres 1’admission, ou
directement liée a un acte de soin (quel que soit sa date de survenue), est nosocomiale
(Nouetchognou et al., 2016 ; Wang et al., 2019). Les IN sont les complications les plus
fréquentes de I’hospitalisation et, avec les actes invasifs et les médicaments, a ’origine des

évenements indésirables graves (Wang et al., 2019).

I11-1-2 Acquisition des infections nosocomiales
Schématiquement, deux voies d’acquisition d’infections nosocomiales sont possibles : La voie

endogene et la voie exogene (Brun-Buisson et al., 2005 ; Nouetchognou et al., 2016).

» La voie endogéne est a I’origine de la majorité des infections hospitalieres. Cela veut
dire que les sites normalement considérés stériles sont contaminés puis colonisés par la
flore du patient lui-méme, en faveur d’une rupture des barriéres de défense (faible
immuniteé).

» La voix exogene : est associée a la colonisation, éventuellement suivie d’infection du
patient par des bactéries extérieures, provenant d’autres malades ou de I’environnement
(par exemple : Iégionellose), transmises de maniere indirecte (aérosols, manuportage,
matériels, aliments). Souvent assimilée a une « faute », la contamination par voie
exogene peut €tre, en grande partie, limitée par une bonne observance de 1’hygieéne des
mains, un entretien adéquat de I’environnement et du matériel, et un personnel en
nombre suffisant pour permettre un regroupement efficace isolant les patients

colonisés—infectés (« cohorting ») des autres malades, et ’affectation d’un personnel
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dédié. 1l est cependant important de bien réaliser que c’est le microorganisme qui est
transmis, et non ’infection elle- méme. Des malades seront ainsi contaminés puis
colonisés sans nécessairement développer une infection cliniquement apparente et

nécessiter un traitement.

111-2-2 Pathogénes responsables des IN

Pratiqguement, tous les agents pathogeénes, d'une longue liste d'organismes trouves dans les
hopitaux, peuvent étre a 1’origine d’une infection nosocomiale. Cependant, la plupart des IAS
sont causees par quelques agents, dont certains ciblent les patients immunodéprimés, ou ceux
présentant des facteurs de risque spécifiques tels : I'exposition aux antibiotiques, les brdlures,
la chirurgie ou les traumatismes (McFee, 2009). Les principaux bactéries responsable des IN
sont : Staphylococcus aureus en particulier le SARM, Escherichia coli, klebsiella,

Pseudomonas aeroguinosa, Enterococcus spp, Clostridium difficile.... (Jenkins, 2017).

111-2-3 Epidémiologie des IN dans le monde

L’infection nosocomiale touche un trés grand nombre de patients a 1’échelle mondiale, ce qui
augmente considérablement le taux de mortalité et les pertes financieres (Khan, Baig, et
Mehboob, 2017). En fait, I’OMS estime qu’environ 15% des patients hospitalisés souffrent de
ces infections (WHO, 2013) qui sont responsables de 4% a 56% de toutes les causes de déces
chez les nouveau-nés, avec un taux d'incidence de 75% en Asie du Sud-Est et en Afrique
subsaharienne (Khan, Baig, et Mehboob, 2017). Cette incidence est de, 3,5% a 12% dans les
pays a revenu élevé %, tandis qu’elle varie entre 5,7% et 19,1% dans les pays a revenu moyen

et faible.
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111-2-4 Epidémiologie des IN au Maroc

Au Maroc, les résultats des enquétes de prévalence des IN sont rarement publiés, d’autant plus
qu’il y a une insuffisance de données permettant d'objectiver I'importance du risque dans les
hopitaux. La derniére enquéte nationale qui remonte a 20 ans (1994), a montré que la prévalence
globale de I’IN dans les hopitaux marocains était de 8,1%. Celle-ci augmentait selon le niveau
de technicité et de spécialité des structures hospitaliéres. Elle était de 4,1% dans les hépitaux
provinciaux, 7,7% dans les hopitaux régionaux et atteignait les 9,5% a 11,5% dans les hopitaux

universitaires (ministére de la santé, 2009).

I11-2-5 Infections nosocomiales d’origine alimentaire

En régle générale, les hdpitaux proposent deux types de traitements : médical et nutritionnel.
Le traitement médical comprend le traitement pharmaceutique, la chirurgie et le traitement
nutritionnel comprend des repas soigneusement planifiés qui fournissent tous les ingrédients
nécessaires au cas de chaque patient. Les deux traitements sont d'égale importance et devraient
étre sans danger pour les patients. Les repas ou les aliments proposés aux patients en milieu
hospitalier constituent donc une partie essentielle des soins (Kokkinakis et al., 2011 ; Lund,
2018 ; Lund et al., 2015). Les patients hospitalisés représentent une population vulnérable en
vers tout type d’infection supplémentaire, essentiellement les infections d’origine alimentaire
et les infections nosocomiales qui peuvent étre fatale. L origine de ces infections est diverse et

leur combat nécessite beaucoup d’investigations (Lund, 2019).

I11-3- Infections d’origine alimentaire

Les infections d’origine alimentaire sont causées par I’ingestion d’aliments contaminés par
certains agents infectieux ou par leurs toxines. Cette contamination peut avoir lieu durant toute
les étapes de préparation de 1’aliment, matiére premiére, préparation, produit fini ou encore
mauvaise conservation, si les régles d’hygiene et de conservation n’ont pas été respectées. Les

micro-organismes pathogénes contaminant les aliments font principalement partie des
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entérobactéries, dont Salmonelles et Escherichia coli, des Staphylococcus et des Clostridium,
ainsi que de Listeria monocytogenes (Motarjemi, et al., 2014). Ils sont les causes les plus
fréquentes des maladies transmises a I’homme par les denrées alimentaires, leur multiplication
dans I’aliment est généralement associée a des méthodes inappropriées de préparation ou a une
réfrigération inadéquate. En effet, certains micro-organismes contaminant les aliments,
produisent dans des conditions particuliéres certaines toxines et entrainent chez ’homme qui

les absorbe des syndromes toxi-infectieux (Dodd et al., 2016).

111-3-1 Entérobactéries
o Généralités

Les entérobactéries constituent un groupe hétérogene de bactéries dont le pouvoir pathogéne
pour les humains, les animaux, les insectes et les plantes est varié. Ce sont des bacilles a gram
négatif, non sporulés, immobiles ou mobiles par une ciliature péritriche (figure2). lls sont
aerobies-anaérobies facultatifs et se développent sur une variété de milieux de culture
microbiologiques. Certaines propriétés spécifiques leurs sont communes : toutes les especes se
caractérisent par la fermentation du glucose avec souvent production de gaz, elles sont oxydase
négative (& I'exception de Plesiomonas shigelloides), catalase positive, et réduisent le nitrate en

nitrites (Jenkins, 2017).

Les membres de cette famille ne présentent généralement pas de résistance thermique atypique
et ils sont inactivés a des températures inférieures a la température de pasteurisation du lait
(72°C pendant 15 secondes). Ils sont chimio-organotrophes, ayant a la fois un métabolisme
fermentatif et respiratoire (Dodd et al., 2016). Ce sont des agents importants en microbiologie
alimentaire car ils comprennent les pathogénes intestinaux qui constituent les indicateurs
d'’hygiene et de sécurité alimentaire les plus largement utilisés, comme ils peuvent étre des

agents importants de la détérioration des aliments ( Lund et al., 2000)

21



Revue bibliographique

Coloration
K’_/ ’ de Gram
I I I I I I I Coloration
= ~(-{ de Leifson
¢/ Ribosome \ﬁ—a\ O'/d

Ciliature péritriche

Plasmide Flagelle
6\{ ADN génomique (antigéne H)
AR o Pilifimbriae
| T | | '\H (adhésines)
Capsule (inconstante) Paroi (+/- capsule)
(antigéne K) \
Lipolysaccharide (LPS) .
Polysaccharide — c:O [
(antigéne O) ul Jd%.me LU L Membrane externe

Porine _—— &8 ._. 4 :-: 5 :_'_."._'.b.'::_Pepndogrycane

Core @ piactamase
’ﬁ‘ QU au 04 ﬂé’l* iulﬁﬂiq\)iv 3
Membrane plasmique

Llplde A »Jaloaeb aaoaJaJaE sesssdabal
(endotoxine)

Cytoplasme

Figure 2: Structure microscopique des entérobactéries (Manus, 2019)

e Taxonomie :
Le nom des entérobactéries a été proposé par Rahn (1937) pour un groupe phénotypique
comprenant le genre unique Enterobacter et des especes de plusieurs genres qui sont encore
reconnues comme Erwinia, Escherichia, Klebsiella, Proteus, Salmonella, Serratia et Shigella.
Au cours des 20-30 derniéres années, le nombre de genres et d'espéces a augmenté et des
réorganisations des groupes taxonomiques ont eu lieu fréqguemment (Cordier 2006). Les
entérobactéries comprennent actuellement plus de 53 genres de bactéries et environ 210
espéeces. Elles appartiennent au domaine des Bacteria, au phylum des Protéobacteria, a la classe
des Gamma-protéobacteria, a l'ordre des Enterobacteriale et a la famille des

Enterobacteriaceae (Jenkins, 2017).

e Habitat:
Les entérobactéries sont largement distribuées dans I’environnement et de nombreuses especes
peuvent vivre librement dans diverses niches écologiques, a la fois terrestres et aquatiques. Elles

peuvent étre retrouvées dans le sol, I'eau, ou en tant que parasites sur divers animaux, plantes
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et insectes. En outre, de nombreux membres de cette famille font partie de la flore intestinale

humaine et animale (Adams et al., 2006).

e Pouvoir pathogeéne :

Les entérobactéries sont associées a un large éventail de maladies. Certaines especes sont de
véritables pathogenes, d'autres sont considérées comme opportunistes. Les pathogénes d'origine
alimentaire les plus importants de cette famille comprennent Cronobacter (Enterobacter
sakazakii), Escherichia coli, Salmonella, Shigella et Yersinia. Les maladies qui leurs sont
associées comprennent les infections des plaies, les infections des voies urinaires, la gastro-
entérite, la méningite, la pneumonie, la septicémie et le syndrome hémolytique et urémique
(SHU) (Dodd et al., 2016). Sur la base des infections cliniques qu'elles produisent, les membres
de la famille des entérobactéries peuvent étre divisés selon le pouvoir pathogéne en deux

grandes catégories : les pathogénes opportunistes et les pathogenes spécifiques.

Les pathogénes opportunistes font souvent partie de la flore intestinale des humains et des
animaux. Cependant, en dehors de leurs sites corporels normaux, ces organismes peuvent
produire des infections extra-intestinales graves chez les hotes immunodéprimés (Motarjemi,
etal., 2014).

Les pathogénes spécifiques sont considérés comme de véritables pathogénes ; c'est-a-dire qu'ils
ne sont pas présents en tant que microbiote commensal intestinal humains, mais leur ingestion
(via aliments, eau contaminés ou autre) ils seront responsables d’infections plus ou moins

graves.
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Figure 3: Classification des entérobactéries selon leur pouvoir pathogéne

e Caractéres culturaux :
Les membres des entérobactéries poussent habituellement sur milieux ordinaires. La
température optimale de croissance varie généralement entre 35 et 37°C, a l'exception des
Pantoea, Erwinia (27 a 30°C) et Yersinia (30 a 37°C). L'aspect général des colonies des
entérobactéries obtenu sur gélose nutritive est florissant : des colonies de 1 a 3 mm de diamétre
généralement bombées, lisses et brillantes. Il existe de nombreuses exceptions notamment pour
Shigella dysenteriae, Salmonella Typhisuis et Yersinia qui se présentent sous forme de petites
colonies. Un envahissement de la gélose en voile, montrant des vagues successives pour
Proteus mirabilis et Proteus vulgaris. Le plus souvent, ces colonies sont opaques et blanchatres,
mais elle en est de plus transparentes telles que pour Salmonella, des pigmentées telles que pour
Serratia en rouge ou Erwinia en jaune. Les Klebsiella forment des colonies souvent trés

mugqueuses, larges et luisantes (Motarjemi et al., 2014).
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e Caractéres biochimiques :

La recherche des caractéres biochimiques demeure le moyen d'identification le plus
couramment utilisé. Un ensemble de tests biochimiques sont utilisés en microbiologie pour
différencier les genres et caractériser les différentes espéces des entérobactéries (Barbara M.

Lund et al., 2000) (tableaul).

Tableau : 1 Caractéristiques biochimiques des principales entérobactéries d’origine
alimentaire

Test

Escherichia ~ Shigella  Edwardsiella ~ Klebsiella ~ Enterobacter  Serratia  Hafnia  Citrobacter ~ Salmone
lla

Proteus

Motilité

+ - + - + + +

+
+

+

Gaz a partir de
glucose

+ - + + + \Y; + + +

Fermentation
de lactose

Fermentation
de saccharose

Croissance
dans KCN

Indole

Rouge de
méthyle (MR)

+
+
+
|
|
|
|
+
+

+

Voges-
Proskauer
(VP)

Citrate

H2S

Uréase

[

[
+
+ [+ |+
[

[

[
+
+

Phénylalanine
désaminase

+ |+ |+ <

Arginine
dihydrolase
(ADH)

Lysine
décarboxylase
(LDC)

Ornithine
décarboxylase
(ODC)

\Y; \Y; + - + + + \Y; +

V : variable selon I’espéce

111-3-1-1 Escherichia coli

o Généralités
Escherichia coli peut étre spécifié comme bactérie a Gram négatif, ne produisant pas de spores
et comportant des capsules / microcapsules. Sa température de croissance optimale est de 37°C.

Elle peut étre retrouvée dans I'environnement via I'excrétion fécale d'animaux et d'humains. La
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contamination d'origine alimentaire peut se faire par les aliments et I'eau contaminée (Adams
et al., 2006). Le genre Escherichia englobe 5 especes : E. coli, E. fergusonii, E.hermanii,
E.vulneris et E.blattae. L’espéce E. coli est considérée commensale de la microflore digestive
de ’'Homme et de la plupart des animaux a sang chaud (Grumezescu et al.,2018 ; Motarjemi

et al.,2014).

e Pathogeénicité des E.coli

Les E. coli sont considérées comme 1’un des pathogénes d’origines alimentaires les plus
importantes et émergentes en santé publique. En effet, depuis I’identification de ces souches en
1980, elles ont été a 1’origine de véritables épidémies d’infection gastro-intestinale, colites
hémorragiques et de syndromes hémolytiqgue et urémique avec des complications
principalement rénales et neurologiques (Dundas et al., 2001). Plusieurs sérotypes associés aux
E.coli ont été recensés mais E. coli O157 : H7 demeure le sérotype le plus fréquemment isolé
et le plus dominant aux Etats-Unis. Il représente & lui seul, environ 73 480 cas de maladies, 2
168 hospitalisations et 61 déces par an. En se basant sur le mode de pathogenese, six pathotypes

peuvent étre distingués (Holban et al., 2018) :

()] E.coli entérohémorragique (EHEC), responsable de la colite hémorragique et du
syndrome hémolytique et urémique ;

(1) E. coli entérotoxinogéne (ETEC), responsable de la diarrhée du voyageur ;

(1 E. coli entéropathogene (EPEC), principal agent responsable de la diarrhée aqueuse
chez les nourrissons et les jeunes enfants ;

(IV)  E. coli entero-agrégant (CEEA), qui peut causer une diarrhée prolongée chez les

enfants ;
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(V) E. coli entéro-invasif (EIEC), dont les propriétés biochimiques et génétiques sont
similaires a celles de Shigella (en raison de cette similitude, les symptdmes associés
a EIEC sont identiques a ceux des infections a Shigella) ; et

(VI) E. coli a adhérence diffuse (DAEC), qui provoque la diarrhée et 1’adhérence aux
cellules de mammifére.

Une des caractéristiques les plus notables de ces pathotypes est la grande diversité des

génotypes pathogénes. En 1947, les travaux de Kauffmann ont contribué a différencier et

distinguer les différents génotypes pathogenes en se basant sur ’identification de leurs

antigénes de surface. Le sérogroupe de la souche est défini par I’antigéene de paroi

lipopolysaccharidique « O », au sein d’un méme sérogroupe, le sérotype est déterminé par

I’identification de I’antigéne flagellaire « H » et éventuellement de I’antigéne capsulaire

polysaccharidique « K » (Adams et al.,, 2006).

Certaines souches d’E.coli sécrétent des toxines : Les Shiga toxines (Stx1 et Stx2). Elles
sont particulierement sécrétées par : les STEC (« Shiga-toxin-Producing Escherichia coli »
ou E. coli produisant des shiga-toxines). Ces toxines entrainant la nécrose et la mort
cellulaire. Les dommages des cellules endothéliales entrainent une activation de la
coagulation, I'inhibition de la fibrinolyse, I'accumulation de la fibrine et a la formation de

thrombose (Dodd et al., 2016).

111-3-1-2 Salmonella

e Généralités

Salmonella est une bactérie a Gram négatif responsable de la fievre typhoide et qui constitue

un fardeau pour les pays en développement depuis des générations. En 1829, Pierre Louis fut

le premier a inventer le terme «fiévre typhoide» aprés avoir identifié des lésions dans les

ganglions abdominaux de patients décédés des suites de «fievre gastrique». Ce terme est dérivé

du mot grec «typhus» qui signifiait «enfumé» et était utilisé pour décrire le délire que les
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patients présenteraient avec la maladie. Bien que décrit pour la premiere fois au début des
années 1800, ce n’est pas avant 1880 que 1’organisme responsable de la fievre typhoide a été
découvert. Malgreé les efforts considérables déployés dans le domaine de la recherche et des
progrées de la médecine, la fievre typhoide demeure un probleme de santé publique majeur dans

le monde entier (Ashurstet al., 2019).

e Taxonomie, caractere biochimique
Les espéces du genre salmonella sont des bacilles a gram négatif, anaérobies facultatifs, non
sporulés, non acido-résistants et non capsulés dont la taille est d'environ 0,4-0,6 um. Ils sont
mobiles avec des flagelles péritriche sauf Salmonella gallinarum et S.pullorum qui sont
immobiles. Elles sont largement répandues dans la nature et elles survivent bien dans une
variété d'aliments y compris les fruits, les 1égumes, les ceufs et les produits laitiers (Gkana et

al., 2017 ; Holban et al., 2018).

Les salmonelles possedent un nitrate réductase et leur culture ne donne pas de réaction
d’oxydase. Elles sont capables de fermenter le glucose avec ou sans production de gaz et sont
aéro-anaérobies facultatives. Au sein de la famille des entérobactéries, les caractéres permettant
I’identification biochimique du genre Salmonella sont 1’absence d’uréase et de tryptophane
désaminase, 1’absence de production d’indole et d’acétoine, 1’absence de fermentation du
lactose, du saccharose, de I’inositol, de I’amygdaline, de 1’adonitol et du 2-cétogluconate, la
présence d’une thiosulfate réductase, la décarboxylation fréquente de la lysine et de I’ornithine
et la capacité fréquente de croitre sur milieu au citrate de Simmons . Les caractéres
biochimiques permettent de différencier les espéces et les sous-especes. Salmonella est une
bactérie mésophile, son optimum de croissance est proche de la température corporelle des

animaux a sang chaud (35-43°C) (Korsak et al., 2004).
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e Pouvoir pathogéne
Le genre Salmonella comprend une population importante et étroitement liée de pathogénes
humains. La plupart des infections a Salmonella se limitent & une gastro-entérite, mais il a été
associé a un large éventail de maladies infectieuses, y compris la fiévre typhoide et la
salmonellose non typhoide qui causent des problémes de santé publique dans le monde entier
(Su et al.,2007). Les salmonelles causent selon I’OMS environ 11 a 21 millions de cas estimés
de fiévre typhoide et environ de 128 000 & 161 000 déces annuellement, comparé a 6 millions
de cas estimeés de fiévre paratyphoide et 54 000 déces annuels (1, 2, 3, 4). La majorité des cas

surviennent en Asie du Sud-Est et du Sud et en Afrique subsaharienne (O M S, 2018).

111-3-1-3 Enterobacter spp
o Généralités

Enterobacter cloacae est un bacille a Gram négatif qui appartient a la famille des
Enterobacteriaceae. Le genre Enterobacter a été créé en 1960, afin de regrouper les especes
identifiées précédemment sous le nom de Aerobacter aerogenes et de Aerobacter cloacae
(Gaston, 1988). Le genre a fait ’objet de nombreux remaniements taxonomiques au cours des
60 derniéres années. En 2003, aprées séquencage des genes hsp60 et rpoB pour plus de 200
souches humaines et animales de E. cloacae et especes proches, 13 clusters (I a XI1II) ont été
définies comprenant entre autres six espéces : E. asburiae, E. kobei, E. cloacae, E. ludwigii, E.

nimupressuralis et E. hormaechei.

Présent dans I’environnement, /’Enterobacter peut €tre retrouvé au niveau du sol, de I’eau, des
plantes et des animaux. Ce complexe est également retrouvé au niveau de la flore normale du
tractus gastro-intestinal de I’homme. Présent a 1’état commensal, il est capable de passer a I’ état
pathogéne opportuniste essentiellement chez les patients dont les défenses immunitaires sont

diminuées. Son implication dans les infections des patients hospitalisés dans les services de
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soins intensifs représente environ 7 % des microorganismes responsables d’infections (Guérin,

2015).

e Pouvoir pathogénes
Enterobacter cloacae (ECC) est un pathogene nosocomial commun capable de produire une

grande variété d’infections, telles que la pneumonie, les infections des voies urinaires et la
septicémie (Annavajhala et al., 2019). L'émergence de la multi résistance aux médicaments, y
compris la résistance aux carbapénémes en dernier recours, méropénéme, imipénéme et
ertapéneme, a suscité un intérét accru pour ces organismes (Annavajhala et al., 2019 ; Wilson
etal., 2017).

111-3-1-4 Citrobacter spp

o Géneéralités

Citrobacter spp. sont des bacilles a Gram négatif de la famille des Enterobacteriaceae. Ils
fermentent le glucose et d'autres glucides, sont positifs pour la catalase et I'oxydase et réduisent
les nitrates. La plupart des isolats sont mobiles et utilisent le citrate comme source unique de
carbone, mais ils manquent d'activité d'uréase et de lysine décarboxylase. La production
d’hydrogéne sulfuré varie, chez C. freundii et quelques autres especes (Antonara et al.,2017).
Citrobacter spp. sont principalement des habitants du tractus intestinal de mammiféres et
d’autres vertébrés. L’isolement des sources environnementales a partir de I'eau et du sol est

probablement dd a la contamination fécale.

e Pouvoir pathogéne
Citrobacter spp ne sont pas des agents habituels des maladies humaines et proviennent le plus

souvent de selles en tant que flore colonisatrice du tractus gastro-intestinal. Lorsqu'ils sont
associés a une infection humaine significative, ils peuvent étre retrouvés dans le sang, le liquide
céphalo-rachidien (LCR), I'urine, les sécrétions des voies respiratoires et les plaies. Les plus

communes Citrobacter sont C. freundii ( retrouvé dans tous les sites precédemment énumerés),
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C. koseri (retrouvé dans tous les sites sauf le LCR et le cerveau), C. amalonaticus, C. braakii
et C youngae (principalement les selles) (Antonara et al.,2017). Les infections a Citrobacter
chez les humains représentent une prévalence de 3 & 6% parmi toutes les entérobactéries et un

taux de mortalité qui peut atteindre 56% dans les cas de bactériémie.

111-3-2 Staphylococcus spp
o Géneéralités

Les premiéres descriptions des staphylocoques (bactéries en forme de coques) isolés a partir de
pus d’abcés datent de 1871 mais ce n’est que quelques années plus tard que ces travaux
permettront de proposer un nom a la bactérie rencontrée. Ainsi en 1878, Robert Koch en
Allemagne et Louis Pasteur en 1880 en France décrivent des grappes de coques dans du pus
d’origine humaine. La méme anneée, en Ecosse, Alexander Ogston propose le nom
“Staphylococcus™ (staphylé: grappe et kokkos: grain) car les bactéries se regroupent en amas

irréguliers ressemblant a une grappe de raisin (Fetsch, 2018).

e Caractéristiques
Le staphylocoque est un cocci a Gram positif et comprend les staphylocoques a coagulase
positive et négative, composés de plus de 50 espéces (figure 4) (Zowalaty, 2018). Ces petites
bactéries robustes sont des habitants normaux de la peau et des muqueuses chez de nombreuses
especes animales, y compris I'homme. lls sont également omniprésents dans I'environnement.
Le staphylocoque est un agent pathogéne important chez I'nomme et les animaux. C'est une
cause fréquente d'infections cutanées et de maladies d'origine alimentaire ainsi que de
septicémie. C'est également une cause importante de mammite chez les animaux laitiers et de
Iésions osseuses et articulaires chez les volailles (pied-a-pied) provoque occasionnellement des

infections cutanées chez les animaux d'élevage (Fetsch, 2018).
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Coagulase-negative staphylococci (CoNS) Cou 2:.' :;ey-';‘:)::i:i\i/?c/zzugble
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Figure 4 : Schéma clinique et épidémiologique des especes de staphylocoques, basé sur la catégorisation

de la coagulase en tant que facteur de virulence majeur (Becker et al., 2014)

111 -3-2-1 Staphylococcus aureus
e Définition

Staphylococcus aureus (S. aureus) est un agent pathogene opportuniste qui fait partie de la flore
commensale normale de ’homme et du bétail, colonisant 30% a 50% de la population humaine.
Elle est considérée comme I'espéce la plus importante sur le plan clinique. S. aureus est associé
a des taux d'infection et de mortalité élevés et constitue I'une des principales causes de maladies
mineures mettant la vie en danger, le plus souvent y compris les infections de la peau et des
voies respiratoires, I’endocardite infectieuse, le syndrome de choc toxique et 1’ostéomyélite.
S.aureus est considéré comme ’une des menaces les plus importantes sur le plan clinique de la

multirésistance aux antibiotiques (Dodd et al., 2016 ; Zowalaty, 2018).

e Pouvoir pathogéne et implication dans la contamination alimentaire

S. aureus produit diverses toxines dans les aliments et dont la consommation peut entrainer des

graves pathologies sachant que c¢’est un des agents les plus incriminés dans les toxi-infections
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alimentaire. En fait, cette bactérie posséde de nombreux facteurs de virulence associés et des
toxines sécrétés : la toxine de leucocidine de Panton-Valentine, la toxine du syndrome du choc
toxique 1 (TSST-1), les hémolysines, les toxines exfoliatives (ET) et les Entérotoxines
staphylococciques (SE) (Tong et al., 2015). La PVL est une cytotoxine liée a la destruction des
leucocytes, a la nécrose tissulaire, a la cellulite diffuse, aux infections de la peau et des tissus
mous, a la pneumonie nécrosante et a l'ostéomyélite. Les SE provoquent une intoxication
alimentaire, alors que le TSST-1 et les ET sont responsables du syndrome de choc toxique
(SST) et du syndrome de 1’épidermolyse staphylococcique (Islam et al., 2019 ; Tong et al.,

2015).

111-3-2-2 Staphylococcus a coagulase négative (SCN)

e Généralités
Les Staphylocoques a coagulase négative (SCN) sont des commensaux de la peau et des
mugqueuses humaines. Ils ont été décrits pour la premiere fois en 1884 par Rodenbach comme
Staphylococcus albus, un staphylocoque non virulent.
Les SCN appartiennent au genre Staphylococcus et sont ainsi appelés pour leur incapacité a

produire de la coagulase. Ils regroupent une cinquantaine d’especes.

e Pouvoir pathogéne et implication dans la contamination alimentaire
Le SNC était auparavant considéré comme un saprophyte de la peau et des muqueuses ou
comme bactérie contribuant a la fermentation de saucisses en particulier (Becker, Heilmann,
et Peters, 2014 ; Fijatkowski, Peitler, et Karakulska, 2016). De nombreux auteurs ont suggéré
que le SNC pouvait posséder ou acquérir des facteurs pathogénes mobiles (ex.génes codant
pour les exotoxines, entérotoxines, facteurs d'adherence, leucocidines et résistance aux
antibiotiques) sous forme de transposons, dlots de pathogénicité (IP), de plasmides et de
phages, se transformant en agent pathogéne opportuniste d'origine alimentaire (Becker et al., ;

Wang et al., 2018).

33



Revue bibliographique

I11-3-3 Listeria monocytogenes
e Généralités
Listeria monocytogenes a été décrite pour la premiére fois en 1923. Avant 1982, L.
monocytogenes était reconnu comme une cause d'avortements et d'encéphalites chez de
nombreux animaux (notamment les bovins et les ovins) et était associée a des aliments pour
animaux contamings ou a de l'ensilage. Bien qu’il ait été reconnu comme cause de maladie chez
I’homme, ce n’est qu’en 1981 que son association avec des pathologies d’origine alimentaire a
été largement acceptée. Cette bactérie et son épidémiologie, ses mécanismes de virulence, sa
distribution dans les aliments et I'environnement et les méthodes de sa détection dans les

aliments ont fait I'objet de nombreuses études (Rees et al., 2017).

e Caractéristiques
L. monocytogenes est une bactérie en forme de tige, avec une extrémité émoussée et a une
extréemite franche, a Gram positif (0,4— 0,5 um x 1-2 pm), que I'on trouve dans un large éventail
d'environnements (Gholipour et al., 2020). C'est un anaérobie facultatif, fermentant le glucose
sans production de gaz. L'organisme est psychrotrophe et sa croissance est optimale a 37°C. Il
est donc capable de maintenir la croissance dans une plage de températures étendue (0-45°C).
Il est relativement résistant au NaCl (croissance a 10%; survie a 20-30%) et maintient sa
croissance dans une large plage de pH (pH de 4,6 a4 9,2) (Melero et al., 2019). Il n'est pas inhibé
de maniere significative par le dioxyde de carbone et peut survivre a de nombreuses techniques

de traitement telles que la congélation et le séchage (Rees et al.,2017).

e Pouvoir pathogéne et implication dans la contamination alimentaire
L. monocytogenes est a l'origine d'un certain nombre de petites d'épidémies d'origine
alimentaire. Malgré cela I’infection par ce germe reste préoccupante en raison de son taux de
mortalité élevé. Par exemple, Etats-Unis était et entre 2009-2011, I'incidence annuelle moyenne

d’infection était de 0,29 cas pour 100 000 habitants avec une 1étalité par listériose de 21%. Le
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méme schéma est observé dans le monde entier, avec une incidence annuelle relativement faible
mais des taux de létalité élevés (Australie, 2011: 0,3 / 100 000 habitants et 21% de létalité ;
Nouvelle-Zélande, 2010: 0,5/ 100 000 habitants et 3,8% déces ; Union européenne (UE), 2011:
0,32 / 100 000 habitants et 12,7 % décés). Les listérioses humaines causées par L.
monocytogenes sont dangereuses essentiellement pour les femmes en &ge de procréer, les
nourrissons et les personnes agées. Le risque de listériose est le plus élevé parmi certains
groupes & haut risque bien définis, y compris les femmes enceintes, les nouveau-nés et les
adultes immunodéprimeés, mais peut occasionnellement survenir chez des personnes qui n'ont
pas d'affection sous-jacente prédisposante. L'infection par L. monocytogenes chez la femme
enceinte peut entrainer une perte feetale, une mortinaissance, un accouchement prématuré ou
une infection néonatale (Elliot T. Ryser, 2007). Le fait que la voie de transmission la plus
commune a L. monocytogenes est la consommation d'aliments contaminés, et que les taux de
mortalité sont au moins 10 fois plus élevés que ceux notés pour toute autre infection d'origine
alimentaire, la lutte contre ce micro-organisme représente une préoccupation majeur pour les

producteurs d’aliments (Rees et al., 2017).

111-3-4 Enterococcus spp
o Généralités

Les entérocoques, sont des cocci a Gram positif, initialement considérés comme médicalement
sans importance et inoffensifs pour 'nomme (Giraffa, 2014). Il est clair maintenant que ce sont
des agents pathogénes nosocomiaux mortels. Ils sont retrouvés dans les produits alimentaires
tels que les produits laitiers et produits a base de viande et eaux usées. Les especes
d’Enterococcus font partie de la flore intestinale normale de presque tous les animaux , ils sont
isolés des eaux usees et survivent dans d'autres niches, comme la cavité buccale, la peau et les

voies génito-urinaires (Raza et al., 2018).
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e Pouvoir pathogéne
Les infections a entérocoques sont essentiellement dues a deux especes : Enterococcus faecalis
et Enterococcus faecium, qui représentent 95% des isolats cliniques de ce genre bactérien.
D’autres espéces mineures peuvent causer des infections chez I’homme comme E. avium, E.
gallinarum, E. casseliflavus, E. durans, E. hirae ou E. raffinosus (Arias et al.,2012 ; Kao et
al.,, 2019). L'augmentation des entérocoques en tant qu'agents pathogenes nosocomiaux était
initialement imputée a l'avantage selectif de leur résistance aux antibiotiques. Cependant, il est
probable que d'autres déterminants de la virulence soient également impliqués dans le succes
de ces micro-organismes en milieu hospitalier. Contrairement aux streptocoques et aux
staphylocoques, la plupart des entérocoques ne produisent pas une des toxines pro-
inflammatoires puissantes, mais ils sont équipés de nombreux genes codant pour des protéines
d'adhésion induisant leur adhésion aux tissus hotes, ce qui est compatible avec leur réle

pathogene dans I'endocardite infectieuse (Arias et al., 2012 ; Lee et al., 2019).

e Implication dans la contamination alimentaire

Le genre comprend plus de 20 espéces, mais Enterococcus faecium et Enterococcus faecalis
sont les espéces les plus répandues dans les aliments (Motarjemi et al., 2014). Certains
entérocoques sont bactériocinogenes et capables d'inhiber la croissance de certains agents
pathogenes et des micro-organismes d'altération, offrant ainsi un grand potentiel de
conservation des aliments. Des souches d'entérocoques particuliéres peuvent produire des
hydrolases de sels biliaires, présentant des propriétés probiotiques potentielles liés a la
réduction des taux de cholestérol sérique en favorisant une plus grande excrétion des sels
biliaires conjugués. En raison de leur grande tolérance a l'acide et au sel, les entérocoques
peuvent étre utilisés en tant que ferments alimentaires et produisent des ardmes uniques.
Cependant, des caractéristiques néfastes ont également été associées aux entérocoques

(Barbosa et al., 2009). En effet, de nombreuses études ont montré que les souches
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d’entérocoques isolées d’aliments étaient résistantes aux antibiotiques et présentaient des génes
de virulence. La différenciation entre les souches d'entérocoques pathogenes et non pathogenes
n'est pas simple, notamment parce que les genes de virulence peuvent étre facilement échangeés

entre les souches (Gomes et al., 2008).

111-3-5 Risques bactériologiques liés a la présence de spores dans les aliments

Les bactéries formant des spores présentent une prévalence naturelle élevée dans les aliments.
Elles sont ubiquitaires dans I’environnement et présentent une grande diversité. Elles ont le
pouvoir de former des spores résistantes a des conditions extrémes de hautes pressions
hydrostatiques, de températures élevées ou basses, aux biocides et aux radiations UV (Janvilisri
et al., 2009). Elles sont généralement retrouvées dans le sol. La bactérie formant des spores
C.botulinum produit la toxine la plus puissante dans 1’alimentation humaine (Adams et al.,
2006). Parmi les principaux bactéries sporulante sont : Clostridium botulinum et Clostridium

perfringens.

111-3-5-1 Clostridium botulinum

Clostridium est un genre diversifié sur le plan phylogénétique en forme de batonnet Gram
positif formant des bactéries anaérobies. Clostridium botulinum est un pathogéne bactérien
préoccupant dans les aliments emballés dans des conditions d'oxygéne réduit et les conserves
en général. Ces bactéries anaérobies sporulées se trouvent couramment dans la nature et peuvent
se développer et produire des toxines dans les aliments hermétiquement fermés. Certaines
souches, dont C. botulinum de type E et les types non protéolytiques B et F, peuvent se
développer et produire des toxines a des températures réfrigérées (Peck, 2014). La toxine
botulique est une protéine neurotoxique produite a partir de Clostridium botulinum et d'espéces
apparentées et elle bloque la libération d'acétylcholine par les terminaisons nerveuses

présynaptiques aux jonctions neuromusculaires. Cette toxine menace la vie de millions de
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personnes et menace de plus en plus la société depuis qu'elle a provoqué le botulisme humain.
L'activité enzymatique de la neurotoxine botulique dans la cellule la rend dangereuse et conduit

a une paralysie flasque (Eivazzadeh-keihan et al., 2018).

111-3-5-2 Clostridium perfringens

Le Eh des aliments courants tels que les viandes crues, la volaille, les fruits de mer ou leurs
sous-produits tels que la sauce est suffisant pour favoriser la croissance de C.perfringens.
Clostridium perfringens a un temps de génération extrémement court, certaines souches
responsables d'intoxication alimentaire sont capables de doubler en 10 min a la température de
croissance optimale de 43°C. Cette croissance rapide peut contribuer aux maladies d'origine
alimentaire en facilitant la présence d'un grand nombre de cellules végétatives dans les produits
alimentaires précuits apres la germination des spores. De plus, certaines souches responsables
aussi d'intoxication alimentaire peuvent croitre lentement a des températures de 45°C, ce qui
confirme I'importance du strict respect des directives de contrble de la température pour la

préparation et la conservation des aliments (Janvilisri et al., 2009).

e Implication des bactéries sporulante dans la contamination alimentaire
La présence et la persistance de bactéries sporiformes dans les industries alimentaires sont

donc de véritables problémes car :

(i) La pasteurisation et les processus de I'industrie alimentaire inactivent la flore végétale
compétitive mais ne parviennent pas a tuer les spores thermorésistantes ;

(i) Les caractéristiques adhésives des spores améliorent leur persistance dans les
installations industrielles, (Postollec et al., 2012).

L'absence d'un outil de diagnostic simple et rapide pour détecter les formateurs de spores et

les connaissances limitées sur leur prévalence et leur diversité sont les principaux obstacles

pour contréler les spores entrant dans la chaine alimentaire (Vallaeys et al.,, 2017).
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I11-3-6 Microorganismes d’altération alimentaires : levures et moisissures

Les levures et les moisissures sont souvent des causes d’altérations de produits, notamment
ceux a pH bas. Certaines moisissures peuvent former, si elles se développent sur certains
aliments des toxines.

e Leslevures:
A des fins pratiques, les levures peuvent étre définies comme des champignons unicellulaires,
dans lesquels la reproduction végétative (asexuée) se produit principalement par
bourgeonnement. les cellules de levure sont généralement arrondies, ovoides ou cylindriques
(Tibor Deak, 2007). Les levures sont les plus susceptibles de détériorer les produits tels que les
fruits et les boissons gazeuses, qui contiennent des sucres et ont un pH bas. Les levures sont
également courantes dans les produits riches en sucre et / ou en forte acidité, qui limitent la
croissance des bactéries concurrentes. 1l est de plus en plus reconnu que les levures constituent
également une partie mineure mais cohérente du microbiote des produits laitiers et carnés, qui
sont protéiques, faibles en sucre, peu d'acidité et sujettes a la détérioration bactérienne

(Hernandez et al., 2018 ; Tibor Deak, 2007).

e Les moisissures
Les cellules fongiques sont rassemblées en filaments plus ou moins ramifiés appelés hyphe qui
est I’élément structural (Hocking, 2009). Les champignons en tant que groupe sont parmi les
micro-organismes d'altération les plus résistants et sont capables de surmonter les stratégies de
contréle utilisées par l'industrie alimentaire. Diverses propagules fongiques sont rapidement
dispersées par I'eau et I'air, survivent dans des conditions extrémes et augmentent durablement
la biomasse. Les levures et les champignons filamenteux se sont révelés particulierement bien
adapteés a la dispersion et a la contamination croisee au sein de I'infrastructure de transformation
des aliments. En raison de ces diverses caracteristiques structurelles et mécanismes de survie,

les especes fongiques sont bien adaptées a des niches écologiques particuliéres et sont capables
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de contaminer et de gacher les aliments transformés commercialement (Hernandez et al., 2018 ;

Hocking, 2009 ; Snyder, 2018).

Certaines moisissures produisent des mycotoxines et qui sont des métabolites secondaires

toxiques qui se développant sur la plante en plein champ ou lors du stockage des aliments. Ces

mycotoxines sont connu par leur effet tératogene, mutagéne et hépatotoxique. Plusieurs facteurs

tels que les hotes, les nutriments et les conditions environnementales affectent leur production

(Ahmadian et al., 2020). Les principaux genres producteurs de mycotoxines (tableau 2) sont

Alternaria, Aspergillus, Fusarium , Penicillium et Claviceps (Moretti et al.,2015).

Tableau 2 : Toxines sécrétées par les principaux genres de moisissures (Moretti et Sarrocco, 2015)

Micromycétes

Toxines

Cibles toxiques

Aspergillus Aflatoxines, Ochratoxine Effets cancérogénes et mutagénes
Stérigmatocystine
Fusarium Trichothécenes, Zéaralénone Effets néphrotoxiques et
Fumonisines, Fusarine Moniliformine hépatotoxiques
Penicillium Citrinine, Patuline, Pénitrem AAcide Effet néphro-toxique puissant
cyclopiazonique , Ochratoxine
Alternaria Acide ténuazonique Alternariol Lésions de 1’épithélium de
I’cesophage
Claviceps Alcaloides de I'ergot Effets cardiovasculaires, action sur les

systemes nerveux, immunitaire et
reproducteur, contractions des fibres
musculaires lisses.
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IV-Résistance bactérienne

IV-1- Antibiorésistance :
L’antibiorésistance est un probléme qui prend de 1'ampleur dans le monde entier. Les premiéres
résistances ont ét¢ décrites depuis la découverte de la pénicilline et continent d’€tre notées aussi
bien chez les bactéries commensales que chez les bactéries zoonotiques et les bactéries
pathogenes. Selon le rapport du Centre européen de prévention et de contr6le des maladies
(ECDC) et de I'Agence européenne des médicaments (EMA), 400 000 patients en Europe
souffrent chaque année d'infections causées par une bactérie multi-résistante et 33 000 en
meurent (Référence). L'ECDC, ainsi que I'Organisation mondiale de la sant¢ (OMS),
considerent la résistance aux antimicrobiens est I'une des principales menaces pour la santé en
Europe au XXle siécle (Chen, Yan, et Jackson, 2015 ; ECDC, 2009). En outre les co(ts directs
en soins de santé, les maladies infectieuses causées par des bactéries multi-résistantes entrainent
des codts indirects tels que des journées d'absence au travail et une perte de production (Chen,

Yan, et Jackson, 2015).

VI1-2 Mécanismes de la résistance

La résistance aux antibiotiques peut étre naturelle ou acquise.

VI1-2-1 Résistance naturelle

Les antibiotiques sont a I’origine des substances naturelles produites par des champignons mais
aussi par certaines bactéries pour se "défendre" contre les autres bactéries. Il s’agit 1a de

résistance naturelle aux antibiotiques.

La résistance naturelle ou intrinséque d’une espece ou d’un genre est une caractéristique innée,
stable appartenant a ’ensemble des souches de cette espeéce ou de ce genre. Elle est
transmissible a la descendance car portée par le chromosome (transmission verticale) mais elle
n'est pas ou peu transmissible sur un mode horizontal (d’une bactérie a 1’autre au sein d’une
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méme espéce ou entre especes différentes). La résistance naturelle définit le phénotype sauvage
de I’espece. Les mécanismes de cette résistance sont variés : absence de cible, production

d’enzymes inactivatrices de 1’antibiotique, absence d’acceés a la cible (Kateryna Kon, 2016).

VI1-2-2 Résistance acquise

La résistance acquise ne concerne qu’une partie plus ou moins importante, variable dans le temps,
de souches d’une espece ou d’un genre. Sa survenue est brutale, secondaire a un événement
imprévisible. Elle se produit suite a I'un ou de plusieurs mécanismes de resistances qui
déterminent un phénotype bien précis différent du phénotype sauvage. Les mécanismes sont
¢galement variés : défaut d’affinité pour la cible bactérienne, efflux, imperméabilité,
inactivation des principes actifs. Elle est transmissible a la descendance. La résistance acquise
a été observée des le début de I’antibiothérapie mais sa fréquence était initialement faible. La
généralisation de I’utilisation a toutes les familles d’antibiotiques a conduit a une sélection des
souches résistantes. Ce phénomeéne a atteint une telle ampleur que la seule identification
bactérienne ne permet plus de prédire le comportement d’une souche isolée vis-a-vis des
antibiotiques d’ou I’intérét et la nécessité de réaliser des antibiogrammes (Kateryna Kon,

2016).

VI-2-2-1 Mécanismes génétiques de la résistance acquise

Le potentiel génétique d’une bactérie est constitué du chromosome et de plasmides, éléments
génétiques mobiles. Une bactérie peut ainsi acquérir une résistance aux antibiotiques par deux
grands mécanismes génétiques. L un a pour support le chromosome et définit une résistance
chromosomique, l'autre a pour support les plasmides ou transposons et ils définissent une

résistance extra-chromosomique (figure 5).
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Figure 5 : Mécanismes de résistance les plus fréquents chez les bactéries (Kateryna Kon, 2016)

e Résistance chromosomique

La résistance chromosomique résulte d’une mutation. C’est un phénomene rare, dii au hasard. Il
n’est pas provoqué par la présence de I’antibiotique. Mais 1’antibiotique révele la mutation en
sélectionnant les bactéries mutantes résistantes (ou plus exactement, en détruisant les autres

especes bactériennes de I’inoculum, celles restées sensibles a I’action de 1’antibiotique).

e Résistance extra chromosomique ou plasmidique

La résistance extra chromosomique ou plasmidique est beaucoup plus préoccupante. Elle est

d’apparition brutale avec un tres fort taux de résistance d’emblée.

Ce type de résistance a plusieurs conséquences (Dodd et al., 2016) :

- diminution de la perméabilité de la paroi bactérienne aux antibiotiques : il s’agit
d’une mutation affectant la structure des porines ou diminuant la synthése des

porines par lesquelles I’antibiotique peut pénétrer dans la bactérie ;

- modification de la cible des antibiotiques. Ex : modification des Protéines liant les

Pénicillines (PLP), cible des béta-lactamines ;
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production d’enzymes inactivant les antibiotiques. Ex : production de béta-

lactamases (pénicillinases, carbapénémases...) ;

Hyperproduction de systéme d’efflux : la bactérie est capable « d’¢jecter »
I’antibiotique ce qui conduit a une diminution de sa concentration intracellulaire.
Cette resistance acquise plasmidique est multiple : un plasmide peut é&tre
responsable de D’apparition simultanée d’une résistance vis-a-vis de plusieurs
antibiotiques. Elle peut étre transférable : elle peut se transmettre par simple contact
d’une bactérie a ’autre (transfert entre des bactéries de méme espéce mais aussi
appartenant a des espéces différentes, entre des bactéries non pathogénes et des
bactéries pathogénes). Elle constitue un danger d’échec thérapeutique considérable.
Une méme bactérie peut présenter plusieurs de ces mécanismes de résistance.
Certains mécanismes de résistance sont spéecifiques, et concernent un antibiotique
ou une famille d'antibiotiques (par exemple, les béta-lactamases) ; d'autres sont non
spécifiques et peuvent toucher différentes classes d'antibiotiques (fréquents avec les

phénomenes d'efflux ou de diminution de la perméabilité des porines).

VI1-3 Multi résistance

La multi résistance des bactéries aux antibiotiques est un phénomeéne apparu a la suite de
l'utilisation de ces médicaments dans les années 1950. Il s’agit d’une terminologie tres
couramment utilisée méme si elle ne répond pas a une définition univoque. Ainsi, le terme multi
résistance est utilisé pour désigner une bactérie qui, du fait de I'accumulation de résistances
naturelles ou acquises, n'est plus sensible qu’a un petit nombre d'antibiotiques habituellement
actifs en thérapeutique” ou face a "une bactérie sensible a moins de trois familles
d'antibiotiques”. La multi résistance peut donc étre acquise, mais aussi naturelle. Au total, ce

terme s’emploie généralement pour une bactérie qui pose un probléeme de ressources
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thérapeutiques. Deux catégories de bactéries résistantes peuvent étre distinguées: les Bactéries

Multi Résistantes (BMR) et les Bactéries Hautement Résistantes (BHR) (Gonz et al., 2017)

V-4 Résistance chez les entérocoques

Les entérocoques résistants aux antibiotiques font partie des principaux causes d'infections
nosocomiales transmises dans les hopitaux depuis les années 1980. Les trois principaux raisons de cette
émergence d'entérocoques multirésistants sont la résistance intrinséque aux agents antimicrobiens
comme les bétalactames et les aminosides et la résistance acquise par des éléments mobiles ; comme les
transposon et les plasmides contre les glycopeptides, les quinolones, les tétracyclines, les macrolides et

la streptogramine ou par le transfert horizontal de génes de résistance (Raza et al., 2018).
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Figure : 6 Les différents mécanismes de résistance chez les bactéries du genre Enterococcus (Arias,
2013)
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VI1-4-1 Types de résistances chez les entérocoques
e Résistance intrinseque

Les entérocoques sont des bactéries possédant plusieurs résistances intrinséques qui
proviennent de leur génome (figure 7). lls sont beaucoup moins sensibles aux antibiotiques que
les autres bactéries gram positif. Selon les espéces, Ils peuvent étre résistants aux f3-lactamines,
aux quinolones, aux aminoglycosides, aux lincosamides, acide fusidique,
fosfomycine, "triméthoprime/sulfaméthoxazole et aux glycopeptides (Torres et al., 2018). La

résistance aux béta-lactamines de haut niveau (concentrations minimales inhibitrices [CMI] 16-64 g /
mL) est due a la mutation ou a la surproduction de la protéine de liaison a la pénicilline5 (PBP5). La
résistance aux aminosides de faible niveau (CMI 62 a 500 pg / mL) est due a une absorption lente

(Igbinosa et al., 2019 ; Torres et al., 2018).

e Résistance acquise

Les entérocoques se sont adaptés, soit par des mutations spontanées soit par transfert de
plasmides ou de transposons provenant d’autres microorganismes. Pour les entérocoques ces
résistances sont le plus souvent transmises de maniére horizontale par du matériel génétique
mobile : les plasmides. Leur place comme bactéries commensales du tube digestif favorise
les échanges avec les autres commensaux, ce qui leur permet ainsi d’acquérir des genes de
résistance et donc de pouvoir accentuer leur colonisation et de provoquer des infections. 1l a
été décrit, que I'utilisation d’antibiotiques avait un réle tres important dans la colonisation
par les entérocoques résistants a la vancomycine (ERV) (Brandl et al., 2008 ; Ubeda et al.,

2010). Les résistances principales des entérocoques sont décrites sur le tableau 3.
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Tableau 3 : Résistance des entérocogues aux principales familles d'antibiotiques

Antibiotiques Mécanisme d’action (par inhibition) Résistance

Naturelle (bas niveau)
3-lactamines Acquise (haut niveau)

Synthése de la paroi bactérienne

Glycopeptides Acquise (haut niveau)

Fosfomycine Naturelle (bas niveau)

Naturelle (bas niveau)
Quinolones Acquise (haut niveau)

Naturelle (bas niveau)

Aminosides Synthése des acides nucléiques Acquise (haut niveau)
Rifampicine Acquise
Sulfamides naturelle
MLS* Acquise
Linézolide Acquise
Phénicolés Acquise
Acide fusidique Acquise
Tetracyclines Synthése des protéines Acquise
Glycylcyclines Acquise
Oxazolidinones Acquise

VI-4-1-1 Résistance aux B-lactamines

Les entérocoques exercent une faible résistance intrinséque aux f-lactames en raison des
protéines de liaison a la pénicilline (PBP) avec une faible affinite. La plupart des
entérocoques sont tolérants a l'activité bactéricide des PB-lactames, ce qui les rend
bactériostatiques (O’Driscoll et Crank, 2015). La résistance élevée aux B-lactamines dans
les entérocoques est principalement due a deux mécanismes : la production de PBP5 de
faible affinité ou la production de -lactamases. La surproduction de PBP5 avec une faible
affinité se liant aux B-lactames est caractéristique d'E. faecium mais rare chez E. faecalis.

En fait, la plupart des ERV Aux Etats-Unis, les souches de faecium expriment une résistance
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de haut niveau (HLR) a I'ampicilline, tandis que la plupart des souches de VRE faecalis
restent sensibles a 1'ampicilline. La production de B-lactamases est peu fréquente chez les
entérocoques, mais peut conduire au HLR en hydrolysant les B-lactames avant d'atteindre
leur cible dans la paroi cellulaire. Il est presque universellement dd aux souches d'E.
Faecalis et est constitutif, de faible niveau et dépendant de I'inoculum (O’Driscoll et

al.,2015 ; Raza et al., 2018).

V1-4-1-2 Résistance aux aminosides

Les entérocoques sont intrinséquement résistants aux concentrations cliniquement
réalisables d'aminosides en raison de leur faible perméabilité a la paroi cellulaire. De plus,
certaines especes, telles que E. faecium, E. durans et E.hirae, expriment intrinsequement
une acetyltransférase codée chromosomique qui confere une résistance a la tobramycine,
kanamycine et amikacine (del Campo et al., 2005). La méthyltransférase EfmM codée
chromosomiquement a été exceptionnellement décrite dans un isolat d'E.Faecium (codifiant
la résistance a la kanamycine et a la tobramycine. Les résistances acquises aux
aminoglycosides sont détectées dans des souches d'animaux et d'humains et conférent
généralement un niveau élevé de résistance a la gentamicine, a la kanamycine et a la

streptomycine (Galimand et al., 2011).

48



Revue bibliographique

E. faecium
Linezolid vancomycin R
- linezolid R

Glycopeptides,
B-lactams,
anti-anaerobes
quinolones

| E. faecium ampicillin-S vancomycin-R ’
l E. faecium highly resistant to ampicillin ’

E. faecalis B-lactamase producer

’ E. faecalis highly resistant to gentamicin 1
| 1980 1990 2000 >

Figure 7 : Evolution de I’antibiorésistance chez les entérocoques au cours des 40 derniéres années (Cattoir
et Leclercq, 2013)
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VI- 4-1-3 Résistance aux glycopeptides

Actuellement, huit variantes phénotypiques de la résistance acquise aux glycopeptides chez
les entérocoques ont été décrites (VanA, VanB, VanD, VanE, VanG, VanL, VanM et VanN),
avec un type de résistance intrinséque (VanC) unique a E. gallinarum et E. casseliflavus.
Un changement du précurseur du d-Ala-d-Lac (VanA, VanB, VanD, VanM) provoque une
diminution de 1 000 fois de I'affinité pour la vancomycine et un changement pour le d-Ala
-d-Ser (VanC, VanE, VanG, VanL, VanN) provoque une diminution de 7 fois de I'affinité
pour la vancomycine. VanA est responsable de la plupart des cas humains d'ERV dans le

monde, et est principalement porté par E faecium (O’Driscoll et al., 2015).
VI1-4-1-4 Résistance au linézolide

La présence répandue d'ERV dans de nombreux pays oblige a rechercher d'autres options
thérapeutiques, et le linézolide est I’une des solutions. Cette oxazolidinone, introduite en
2000 aux Etats-Unis et en 2001 au Royaume-Uni, est un agent important pour le traitement
non seulement des ERV, mais également d'autres bactéries a Gram positif, telles que

S.aureus résistant a la méthicilline. La résistance au linézolide est encore inhabituelle chez
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les entérocoques, mais elle est apparue ces derniéres années dans des isolats humains et
animaux. Les mutations dans la boucle centrale du domaine V de I'ADNr 23S sont le
mécanisme de résistance le plus courant chez les entérocoques, le changement d'acides
aminés G2576T étant prédominant, bien que d'autres changements aient également été
décrits (G2505A, U2500A, G2447U, C2534U et G2603U). E. faecalis et E. faecium
possedent quatre et six alleles d’/ADNr 23S par génome, respectivement, et selon le nombre
d'alleles mutés par rapport au type sauvage par génome, ceux-ci sont en corrélation avec le
niveau de résistance des isolats (Torres et al., 2018). Dans certains cas, ce mécanisme
apparait au cours du traitement par les oxazolidinones et une transmission nosocomiale

d'entérocoques résistants au linézolide a été rapportée (Herrero et al.,2002).

VI-5 Résistances chez les staphylocoques

Staphylococcus est naturellement sensible a pratiqguement tous les antibiotiques développés. La
résistance est souvent acquise par transfert horizontal aux genes de sources extérieures, bien
que la mutation chromosomique et la sélection d'antibiotiques soient également importantes.
Cette sensibilité exquise de S. aureus a conduit a la découverte par Alexander Fleming de la
pénicilline, marquant le début de «l'ere des antibiotiques». La pénicilline était vraiment un
médicament miracle : les infections uniformément mortelles pouvaient étre guéries. Pourtant,
au milieu des années 40, quelques années seulement aprés son introduction dans la pratique
clinique, la résistance a la pénicilline a été rencontrée dans les hépitaux et en moins d'une
décennie, elle était devenue un probleme important dans la communauté. Le staphylocoque est
remarquable par sa capacité a acquérir une résistance a tout antibiotique (Chambers et al.,,

2010).
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Figure 8 : Une chronologie des quatre vagues de résistance aux antibiotiques chez Staphylococcus
(Chambers et Deleo, 2010)

V1-5-1 Résistance aux beta-lactame

La famille des betalactamines contient plusieurs antibiotique dont : les pénicillines, les
céphalosporines, les carbapénémes et les pénéms. La résistance aux [-lactamines chez les
staphylocoques repose sur deux grands types de mécanismes : un mécanisme de résistance
extrinséque par production d’enzymes inactivant 1’antibiotique et un mécanisme de résistance
intrinséque par modification des protéines de liaison a la pénicilline (PLP)ou par acquisition de

nouvelles PLP (Fetsch, 2018).
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e Reésistance par production de g-lactamases :

Une B-lactamase est une enzyme qui hydrolyse le cycle B-lactame des pénicillines, les rendant
inactives. L’existence d’une pénicillinase entraine une résistance a la pénicilline G et aux
pénicillines A (ampicilline, amoxicilline, etc.), aux carboxypénicillines (ticarcilline), et aux
uréidopénicillines (pipéracilline). Ce mode de résistance est présent chez 90 % des isolats
cliniques de S.aureus. Le géne blaZ codant pour les pénicillinases de staphylocoque peut étre
porté soit par un transposon soit étre chromosomique (figure 9-a). La production de f-
lactamases peut étre constitutive ou, le plus souvent, inductible. L’activité des p-lactamines
est restaurée en présence d’un inhibiteur de PB-lactamases de type acide clavulanique,

tazobactam ou sulbactam (Lowy, 2003).
e Résistance par une protéine de liaison a la pénicilline additionnelle la PLP2a :

Les PLP sont des protéines possédant une activité enzymatique (transpeptidases,
carboxypeptidases ou glycosyltransférases) impliquée dans la synthése de la paroi

bactérienne et possédante une affinité pour les B-lactamines (Kateryna Kon, 2016).

VI1-5-2 Résistance a la méthicilline

La méthicilline, introduite en 1961, a été la premiere des pénicillines semi-synthétiques
résistantes a la pénicillinase. Son introduction a été rapidement suivie par des rapports d'isolats
résistants a la méthicilline. Le mécanisme d’action de la résistance a la méthicilline et a
I’oxacilline est di a l'acquisition d'un géne qui code pour un homologue du « PBP2 » appelé

PBP2a ou PBP2 qui n'est pas sensible a I'action des médicaments et al.,2014).

PBP2a est codé par le géne mecA qui se trouve dans une famille d'éléments de cassettes
chromosomiques staphylococciques (SCC) distincts mais apparentés (figure9-b). Cependant,
un PBP2a distinct appelé mecC avec seulement 63% d'identité de résidu avec mecA a été
découvert récemment. Il se produit principalement dans une seule lignée de SARM en Europe
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(Paterson et al.,2014). Des souches distinctes de SARM sont endémiques a des régions
géographiques particulieres, tandis que certaines souches se sont propagées a I'échelle
mondiale. A I'origine, le SARM était confiné aux hopitaux (SARM associé a I'hopital) (Foster,
2017). Ces souches sont résistantes a plusieurs antibiotiques, ont généralement de grands

éléments mecSCC et ont sacrifié la virulence pour des niveaux élevés de résistance aux f3-

lactames (Chambers et al., 2010).
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Figure 9 : a) Induction de la synthése staphylococcique de la B-lactamase en présence de I'antibiotique -
lactame, la pénicilline. b) Mécanisme de résistance de S. aureus a la méthicilline (Lowy, 2003)

V1-5-3 Résistance aux Fluoroquinolones

La résistance aux fluoroquinolones se développe a la suite de mutations chromosomiques
spontanées dans la cible de I'antibiotique, de la topoisomérase 1V ou de I'ADN gyrase, ou par

I'induction d'une pompe d'efflux.

La résistance aux quinolones résulte de I'acquisition progressive de mutations chromosomiques.
La confluence d'une densité bactérienne élevée, la préexistence probable de sous-populations

résistantes et les concentrations parfois limitées de quinolones atteintes aux sites d'infections a
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staphylocoques créent un environnement qui favorise la sélection de mutants résistants (Foster,
2017). Les quinolones agissent sur I'ADN gyrase, qui soulage la super enroulement d'ADN, et
la topoisomérase 1V, qui sépare les brins d'ADN concaténés. Les changements d'acides aminés
dans les régions critiques du complexe enzyme-ADN (région déterminant la résistance aux
quinolones [QRDRY]) réduisent I'affinité des quinolones pour ses deux cibles. La sous-unité
parC (GrlA dans S. aureus) de la topoisomérase 1V et la sous-unité gyrA dans la gyrase sont les
sites les plus courants de mutations de résistance ; Les mutations de la topoisomeérase IV sont
les plus critiques, car elles sont les principales cibles médicamenteuses des staphylocoques

(Lowy, 2003).
V1-5-4 Résistance aux glycopeptides : Vancomycine

L'augmentation spectaculaire de l'utilisation de la vancomycine pour traiter les infections
causées par les staphylocoques résistants a la méthicilline (a la fois positifs et négatifs a la
coagulase), Clostridium difficile et les infections entérococciques a précédé I'émergence de
staphylocoques résistants a la vancomycine (Foster, 2017). En 1997, le premier signalement
de S. aureus a résistance intermédiaire a la vancomycine (VISA) est venu du Japon, et d'autres
cas ont été signalés par la suite dans d'autres pays. Contrairement a la résistance a médiation
chromosomique pour les souches VISA, les souches S. aureus résistant a la vancomycine
(VRSA) acquierent une résistance par conjugal par le transfert de I'opéron vanA d'un
entérocoque faecalis, élevant le spectre d'un moyen beaucoup plus efficace pour la

dissémination du gene de résistance parmi les souches des staphylocoques (Lowy, 2003).

Les glycopeptides (c'est-a-dire la vancomycine et la teicoplanine) exercent leurs effets
antimicrobiens en inhibant la synthése de la paroi cellulaire de staphylococcus. Epaississement
de la paroi cellulaire et, potentiellement, transfert de matériel génétique sous-tend le

développement de la résistance a la vancomycine. La vancomycine agit en se liant de maniere
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irréversible a la D-alanyl-D-alanine terminale des précurseurs de la paroi cellulaire

bactérienne, inhibant la production de la paroi cellulaire en attaquant les sites responsables de

la synthése de la paroi cellulaire (Appelbaum, 2006).

Tableau 4 : Mécanismes de résistance des staphylocoques aux antibiotiques (Foster, 2017 ; Lowy, 2003)

Antibiotiques

Gene de résistance

Produit du géne

Mécanisme de résistance

Bétalactames blaz béta-Lactamase Hydrolyse enzymatique du noyau
lactame
mecA PBP2a Affinité réduite pour PBP
Glycopeptides Inconnu peptidoglycane altéré Piegeage de la vancomycine dans la
paroi cellulaire
Quinolones parC Composant ParC (ou GrlA) de  Mutations dans la région QRDR
la topoisomérase 1V réduisant l'affinitt du complexe
gyrA, gyrB Les composants de la gyrase :  enzyme-ADN pour les quinolones

gyrA, gyrB

Aminoglycosides

Enzymes modifiant

les aminosides :

Acetyltransferase

phosphotransferase

Les enzymes acétylantes et / ou

phosphorylantes  modifient  les

aac, oph aminoglycosides
Trimethoprime- SulA Dihydrofolate synthase Surproduction  d'acide  p-amino-
sulfamethoxazole benzoique
dfrB Dihydrofolate réductase Affinité réduite a la DHFR
(DHFR)
Oxazolidinones rm ARN 23S mutation du domaine V de ’ARN

23S

Quinupristin-

dalfopristin

ermA, ermB, ermC

Methylases ribosomale

Réduction de la liaison a la sous-

unité ribosomale 23S
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V-6 Résistance chez les entérobactéries

Les souches d’entérobactéries multirésistantes sont devenues une préoccupation en
bactériologie medicale et alimentaire en ce qui concerne a la fois le traitement antimicrobien et

le contréle des infections dans les hépitaux (Drieux et al., 2008).

VI1-6-1 Résistance aux f-lactamines

Les agents antimicrobiens B-lactamines représentent le traitement le plus courant des infections
bactériennes et continuent d'étre la principale cause de résistance aux antibiotiques -lactamines
parmi les bactéries a Gram négatif dans le monde. L'exposition persistante de souches
bactériennes a une multitude de f-lactames a induit une production et une mutation dynamiques
et continues de B-lactamases dans ces bactéries, augmentant leur activité méme contre les
antibiotiques B-lactamines nouvellement développés. Ces enzymes sont appelées [3-lactamases

a spectre étendu (BLSE) (Sarojamma et al., 2011).

Les enzymes BLSE sont produites par les bactéries gram-négatives pour engendrer une
résistance contre les B-lactames. Klebsiella pneumoniae et Escherichia coli sont les principales
bactéries a Gram négatif produisant des BLSE. Cependant, Proteus mirabilis, Enterobacter
spp., Salmonella, Acinetobacter baumannii et Pseudomonas aeruginosa utilisant également des

BLSE pour acquérir une résistance (lbrahim et al., 2016 ; Kuralayanapalya et al., 2019).

e Phénotype de résistance naturelle aux B-lactamines

Les entérobactéries sont actuellement classées en 6 groupes, en fonction de leur
phénotype de résistance naturelle aux p-lactamines. La classification a evolué a partir de
I’approche phénotypique de 1’antibiogramme. Elle a permis de revoir les groupes pour
inclure les nouvelles espéeces et a été adaptée en fonction des caractéristiques génomiques

des B-lactamase et des résistances identifiées (tableau 5).
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Groupe 0 Groupe 1 Groupe 2 Groupe 3 Groupe 4 Groupe 5 Groupe 6
o Klebsiella spp.
Principales P.mirabili E.coli C Koseri Enterobacter spp. Y enterocolitica _ K.ascorbata
bacteries s Shigella spp. ' . C.freundii, M.morganii S.fonticola P.vulgari K.cryocrescens
e C.amalonaticus S
d’intérét Salmonell . P.agglomerans R.aquatilis
o E.hermanii . .. P.penner
médical a spp. P.rettgeri, P.stuartii P
i
Mécanisme de Absence de AmpC Pénicillinase de Pénicillinase BLSE
- . . AmpC de bas niveau Ceéfuroximase .
résistance p-lactamase faiblement bas niveau + AmpC chromosomique
AMX S s R R R R R
AMC S / S R R S S
TIC S S R S | R R
TCC S S S S / S S
PIP S S R S | R S
TZP S S S S / S /
CF S SIR S R R R R
C2G S S S S R R R
FOX S S S S S S
CTX S S S S S S S
CAZ S S S S S S /
FEP S S S S S S S
IMP S S S S S S S
ERT S S S S S S S
ATM S S S S S S S

S :sensible ; | : intermédiaire ; R : résistant ; antibiotiques : voir liste des abréviations ; C.koseri : Citrobacter koseri ; C.amalonaticus : Citrobacter amalonaticus ; E.hermanii
: Escherichia hermanii ; P.agglomerans : Pantoea agglomerans ; P.rettgeri : Providencia rettgeri ; P.stuarti : Providencia stuarti ; Y.enterocolitica : Yersinia enterocolitica
; S.fonticola : Serratia fonticola ; P.penneri : Proteus penneri ; K.ascorbata : Kluyvera ascorbata ; K.cryocrescens : Kluyvera cryocrescens ; R.aquatilis : Roseateles aquatilis
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Les phénotypes de résistance acquise des entérobactéries pour les B-lactamines sont

décrits dans le Tableau 6.

Tableau 6 : Phénotypes de résistances acquises aux p-lactamines

Pase Pase Pase Case Case Carbapénémase
Phénotype bas haut R de bas de BLSE
nivea nivea IpL niveau haut A B D
u u niveau

AMX R R R R R R R R R
AMC S (SR R R R S/ S/IR R S//R
TIC R R R S R R R R R
TCC S (S)Y/IR R S R S/ S//R R S/I/R
PIP | I/IR I/IR S R R R R R
TZP S S/ IIR S IR S/ S//R R S//R
CF S/ (SR S R R R R R R
C2G S (SR S S IIR R I/R I/R S//R
FOX S S S S IIR S I/R I/R S//R
CTX S S S S S//R S//R I/R I/R S//R
CAZ S S S S S//R S//R I/R I/R S//R
FEP S S S S S S//R I/R I/R S//R
IMP S S S S S S I/R I/R S//R
ERT S S S S/ S I/R I/R S//R
ATM S S S S IR S//R I/R I/R S//R

Pase : pénicillinase ; Case : céphalosporinase ; IBL : inhibiteur de p-lactamases ; S : sensible ; I :

intermédiaire ;

V1-6-2 Résistance aux carbapénémes

R : résistant ; antibiotiques : voir liste des abréviations.

Les carbapénemes sont actuellement considérés comme les agents préférés pour le traitement

des infections graves causées par les entérobactéries productrices de BLSE. Les carbapénémes

sont trés stables a I'hydrolyse de la B-lactamase et la pénétration des porines est facilitée par

leur taille et leur structure générales.

Leur sensibilitt a la plupart des souches

d'Enterobacteriaceae les rend généralement utiles comme traitement pour les organismes
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multirésistants. La résistance au carbapénéme est actuellement rare chez les entérobactéries,

mais certains signes inquiétants sont apparus ces dernieres années (Paterson, 2006).

e Meécanismes de résistance

La résistance aux carbapénémes peut-étre liee a deux types de mecanismes (Grall et al.
2011, :
- T’association de la production de BLSE ou I’hyperproduction de céphalosporinase
chromosomique ou acquise (phénotype hyperAmpC) associé a une imperméabilité.
Ce phénomeéne est peu inquiétant en cas de céphalosporinase chromosomique, car
non transmissible ;
- D’acquisition de Carbapéneémase : ce phénoméne est alarmant car la résistance est

portée par des éléments génétiques mobiles donc transmissibles entre souches.

e Classification des carbapénémases

Les carbapénémases sont des -lactamases de classes A, B ou D. Les B-lactamases de classe C
sont exclusivement des céphalosporinase AmpC chromosomiques ou plasmidique (Ambler,

1982) (Tableau 7).

Tableau 7 : Caractéristiques des principales carbapénémases acquises chez les entérobactéries
(Ambler, 1982 ; Grall, Andremont, et Armand-Lefévre, 2011)

Classification d’Ambler Enzymes Hydrolyse Inhibition

Classe A KPC, GES, IMI Toutes les B- lactamines +/-
(ac. boronique,
clavulanique)

ClasseB (MBL) NDM, VIM, IMP, Toutes les PB- lactamines | Chélateurs cations divalents

(sauf aztréonam) (EDTA, ac. dipicolinique)
Classe C (AmpC) - - Cloxacilline
ClasseD (oxacillinases) OXA-48 et Pénicillines,
dérivées +/- carbapénémes Pas les | -

C3G/C4G

Ac. : acide ; C4G : céphalosporines de 4eme génération ; MBL : metallo-B-lactamases
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Objectif principal :

Evaluation de I'intérét de la mise en place d'une formation sur les bonnes pratiques de I'hygiene

dans I'amélioration de la qualité microbiologique des aliments servis aux patients et personnel

d’une structure hospitalicre.

v

<\

Objectifs secondaires :

Détermination des connaissances et attitudes des employés de la cuisine d’une structure
hospitaliére en matiére des bonnes pratiques d'hygiene

Contréle microbiologique des mains des opérateurs

Evaluation de I'impact d'un programme de formation les bonnes pratiques d hygiéne sur
I'amélioration de la qualité microbiologique et les attitudes du personnel de la cuisine.
Détermination et suivi de la qualité microbiologique des différents aliments et a différents stades
de préparation (matiere premiére et apres préparation).

Suivi de I’hygiéne des surfaces de la cuisine et des ustensiles.

Caractérisation microbiologique et moléculaire des souches pathogenes isolées.

Proposition des mesures de contrdle de qualité en fonction des failles trouvées.



Matériel et Méthodes

Materiel et méthodes



Matériel et Méthodes

» Plan général de I’étude

Afin de répondre a ’objectif principal, une évaluation des connaissances et attitudes du
personnel en matiére d'’hygiene des aliments et une analyse de la qualité microbiologique des
aliments destinés aux malades hospitalisés et personnel médical, ainsi qu'un contrdole de
I’environnement de leur préparation sont réalisés en deux phases : avant et aprés mise en place
d’une formation du personnel sur les bonnes pratiques d’hygiéne. Une comparaison des
résultats de 1’analyse microbiologique obtenue avant et aprés le programme de formation est
réalisée et corrélée au niveau de connaissance des manipulateurs.

Dans le but de suivre la qualité microbiologique des plats proposés et servis aux patients,
plusieurs niveaux de contrdle bactériologique sont réalisés : analyse chez le personnel : mains
et nez des opérateurs, analyse des surfaces de travail et des équipements de la cuisine, analyse
des différents aliments avant et apres préparation. Ensuite, une étude de I’antibiorésistance des
différents isolats et le profil des souches circulants dans la région sont déterminés afin d’évaluer

leur risque sur la santé humaine (figure 10).
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> Présentation du lieu d’étude

Cette étude est menée dans la cuisine centrale d’une structure hospitaliére a Fés ou la
restauration est gérée par une société privee.

La mission de cette société est de servir des repas, équilibrés et adaptés, ayant été fabriqués
dans des conditions d'’hygiene respectant les régles de Iégislation marocaine en vigueur. Ce
service travaille en collaboration avec le service diététique de 1’hopital pour établir des menus
équilibrés et avec le service d’hygiéne pour assurer des repas conformes et sécurisés. Une
cinquantaine de manipulateurs exercent leur métier au sein de cette cuisine. La cuisine centrale
de cette structure hospitaliere réalise une production de plus de 1000 repas par jour et prend en

charge la distribution des plats pour deux autres hdpitaux.

I- Evaluation des connaissances et attitudes

Afin d’évaluer les connaissances du personnel en matiére d’hygiéne des aliments, un
questionnaire est élaboré et administré aux manipulateurs d’aliments en deux temps : avant et
aprés une formation en bonne pratiques d’hygi¢ne. Ce questionnaire comporte neufs sections
dont : informations démographiques des participants, hygiéne personnelle, entretien des locaux,
réception de la matiere premiere, Pratiques de sécurité de la transformation des aliments, service
des repas, équipements et outils de lavage- nettoyage - séchage et traitement des déchets. Afin
d’évaluer leur attitude, I'observation de leur comportement est réalisé durant la manipulation et
a leur insu (pour ne pas les influencer). Ce questionnaire est présenté en annexe 2.

La formation est dispensée de la part de la société en charge de la cuisine centrale et porte sur
les bonnes pratiques d’hygiéne englobant : 1’hygiéne personnelle, les pratiques de sécurité de
la transformation des aliments, le service des repas, le lavage- nettoyage - sechage et le

traitement des déchets.
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- Echantillonnage pour le suivi de la qualité bactériologique

L’étude de la qualité microbiologique est étalée sur une période d’une année (de juin 2015
jusqu’a juin 2016). Les prélévements sont réalisés de maniére hebdomadaire au sein de la
cuisine centrale de la structure hospitaliere lieu de 1’étude. La nature et la distribution des
échantillons collectés sont présentés dans le tableau 8.

Tableau 8 : Nature et distribution des différents échantillons

Désignation Types de préléevements Nombre
Plats chauds 150
Salades 54
Les Aliments Viande cru 39
Végétaux cru 33
Patisseries 24
Total 300
Plan de travail pour patisseries 26
Plan de dressage des plats 26
Les surfaces g P
Plan de travail des viandes crus 44
Plan de travail des végétaux crus 24
Lave main 20
Total 140
Hachoir a viande 26
P Couteaux 10
Les equipements
Balance 16
Récipients de préparation des salades 22
Récipients 16
Machine a pétrir 8
Total 98
Total 238
30

Prélévements nasal
Les Prélévement biologique

40
Prélevements des mains

Total 70

Nombre global des échantillons 608

82



Matériel et méthodes

I1-1 Traitement des échantillons d’aliments

Pour chaque aliment, 25g de ’échantillon diluée dans 225 ml de 1’eau peptonée tamponnée
préalablement stérilisée pour la préparation de la solution mere (dilution (10-1)), les sachets ont
¢té soumis ensuite a une agitation dans un sachet Stomacher afin d’assurer la dispersion des
germes. A partir de cette solution mere, des dilutions décimales ont été réalisées, en transférant
aseptiquement. 1ml de la solution mére dans des tubes contenant 9ml d’eau physiologique

stérile.

11-2 Prélevements a partir des surfaces et des équipements

Les surfaces en contact avec les mains des opérateurs, 1’emballage ou le produit représentent
une source potentielle de contamination. Les points de prélevement identifiés sont : les
ustensiles et équipements de la cuisine, chariots, plateaux, locaux des préparations et chambres
froides, les leviers.

Les echantillons de surfaces ont été collectés comme suit : un carreau préparé a été placé sur la
surface cible en une zone allant de 20 a 100 cm?, selon la dimension de la surface a
échantillonner. Les prélévements de surface ont été faits par la technique d’écouvillonnage qui
consiste a frotter chaque point de prélevement avec un écouvillon stérile préalablement
humidifié dans le sérum physiologigue contenu dans son étui, en effectuant des stries paralléles
rapprochées, et en le faisant tourner Iégérement dans le méme point en stries perpendiculaires
aux premiers et sur une surface de 25 cm?, la méme opération est répétée quatre fois sur d’autres

surfaces puis transporté au laboratoire dans des glaciéres (4°C) (Evancho et al., 2001).

11-3 Prélevements chez le personnel

Pour I’analyse Microbiologiques chez le personnel : les opérateurs consentant font 1’objet de
prélevement par écouvillonnage du nez et des deux mains (la main de I’opérateur est frotté a

I’écouvillon en touchant tous les endroits ou les microorganismes pourraient s’installer (le
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méme écouvillon est utilisé pour les deux mains). Tous les prélevements sont réalisés la matinée
en plein travail et chaque prélévement (tube) porte le numéro d'un opérateur et la date du

prélevement (Evancho et al., 2001).

I11-  Analyses Microbiologiques
I11-1- Analyse des aliments
Les analyses microbiologiques des aliments ont été réalisées selon les normes marocaines en
vigueur relatives a chaque microorganisme. L’interprétation des résultats se fait selon 1’arrété
conjoint relative aux critéres microbiologiques d’usage pour les aliments (Arréte conjoint
n°1737-02, 2004).
Les compositions des milieux de culture sont présentées en annexe 3.

111-1-1 Dénombrement de la flore mésophile aérobie totale

Le dénombrement de la flore mésophile aérobie totale est réalisé par la méthode
d’ensemencement en profondeur sur le milieu PCA (Plate Count Agar) ; pour ce faire, 1ml de
la solution meére et des dilutions décimales sont déposées aseptiquement dans différentes boites
de pétri stériles et 10 al5 ml du milieu PCA maintenu a 45+1°C environ y sont ajoutés.
L’inoculum et la gélose sont mélangés en effectuant un mouvement circulaire.

L’incubation est réalisée a 30°C pendant 24 h. Les colonies apparues sont comptées. Seules les
boites contenant entre 30 et 300 colonies sont considérées, et les résultats sont exprimés en

unité formant colonies (UFC) par gramme d’échantillon (NM 08.0.121) (voir annexe 4-1).

111-1-2 Dénombrement des coliformes totaux et des coliformes fécaux

Un volume de 1ml de chaque dilution est déposé dans une boite de pétri vide a laquelle est
additionnée 10 a 15 ml de gélose au VRBL (Violet Red Bile Lactose) a 45+1°C. Ces boites
inoculées sont soumises a une légere agitation est incubées a différentes températures. Une série

est incubée a 30°C, pendant 24h et servira a la numération des coliformes totaux et I’autre a 44
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°C pendant 24h et servira & la numération des coliformes fécaux (NM 1SO 4832 2007 NM

08.0.115) (NM 08.0.124) (voir annexe4-2).

111-1-3 Dénombrement de Staphylococcus aureus

Le dénombrement de Staphylococcus aureus se fait en deux étapes : isolement et identification
e Isolement:

Un volume de 0,Iml de la solution mére de I’échantillon a analyser est étalé a la surface du

milieu Baird Parker d’une fagon homogéne, puis incubé a 37°C pendant 24h a 48 heures.

o ldentification de S. aureus (Confirmation) :

Les colonies noires, brillantes, convexes et entourées d’une zone d’éclaircissement (Colonies
suspects) sont ensuite inoculées dans le bouillon BHI et incubées a 37°C pendant 24 heures. Un
volume de 0,3 ml de la culture bouillon est additionné a 0,3 ml du plasma de lapin, les tubes
sont ensuite incubés a 37°C pendant 24 heures. La coagulation du plasma indique la présence
d’une Coagulase caractéristique de Staphylococcus aureus (NM ISO 6888 2002 NM 08.0.104)

(voir annexe 4-3).

111-1-4 Dénombrement des anaérobies sulfito-réducteurs

Un volume d’1 ml de la dilution mere de I’échantillon a analyser est ensemencé dans des tubes
contenant 20 ml du milieu SPS (Sulfite Polymyxin Sulfadiazine), porté a 45+1°C. L’inoculum
et le milieu de culture sont mélangés delicatement pour éviter une oxygénation du milieu. Les

tubes sont incubés a 44°C ; pendant 24h (NM 08.0.125) (voir annexe 4-4).

111-1-5 Dénombrement des entérocoques

Le dénombrement des entérocoques se fait en deux étapes : isolement et identification.

e Isolement
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Un volume de 0,Iml de la solution mére de I’échantillon & analyser est étalé a la surface du
milieu Slanetz Bartley d’une fagon homogene, puis incubé a 37°C pendant 24h a 48heures (voir
annexe 4-5).

e Identification

- Test de I’hémolyse

I1 s’agit de I’ensemencement direct de 1’échantillon a partir de la culture bactérienne sur une

gélose au sang frais de cheval, puis incubé a 37°C pendant 18 a 24 heures.

Apres 18 a 24 heures d’incubation, les colonies sont petites et entourées d'une zone d'hémolyse
franche et compleéte trés évocatrice. Deux types d'hémolyse peuvent se produire : alpha (o) et

béta () hémolyse (annexe 4-6).

e Alpha hémolyse présente un changement de couleur dans la gélose d'abord rouge a une
couleur vert trés fonce. Ceci résulte de I'oxydation de I'hnémoglobine en méthémoglobine
par le peroxyde d'hydrogene sécrétée par les bactéries.

e Béta hémolyse se réfere a la lyse complete des cellules sanguines. Elle se présente
comme une couleur jaune transparente sur le milieu de gélose au sang frais. Ce type
d’hémolyse se produit en raison d’une enzyme produite par une bactérie appelée
streptolysine. Cette enzyme interagit avec le cholestérol dans la membrane cellulaire

entraine une détérioration de cette structure cellulaire protectrice.

Test de catalase :

La recherche de la catalase présente un intérét taxonomique en ce qui concerne les bactéries a
Gram +.C’est une enzyme qui catalyse la dégradation du peroxyde d’hydrogene (H202)
(Annexe4-7).

H202 — 502 + H2
Produit toxique Formation de
pour les bactéries bulles

Sa principale fonction dans les cellules est de prévenir I’accumulation de niveaux toxiques de

peroxyde d’hydrogéne formé comme sous-produit de processus métaboliques.

o Technique

- Verser quelques gouttes d’eau oxygénée sur une lame.
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- Prélever une colonie avec une pipette pasteur stérile.
- Déposer la colonie dans I’eau oxygénée.

o Lecture
Reéaction positive : une production de bulles indique la présence de catalase.
Réaction négative : une absence de bulles signe d’un test négatif.
Tous les entérocoques sont catalase négative.

Test de bile esculine :

o Principe
Le test bile-esculine est utilisé pour la différenciation des entérocoques des streptocoques du
groupe D.

o Technique
A partir d’une culture bactérienne, la surface du milieu BEA est ensemencée en stries, puis

incubé a 37°C pendant a peu pres 3 jusqu'a 4 heures.
o Lecture

Les entérocoques se présentent sous forme de petites colonies translucides entourées d’un halo
noir (éventuellement noircissement complet du milieu) et considérer comme positives,

déterminant ainsi les entérocoques fécaux (voir annexe 4-8).

- Galerie Api20 Strep
C’est un systeme standardisé associant 20 tests biochimiques qui présentent un grand pouvoir
discriminant. Il permet de faire un diagnostic de groupe ou d’espéce pour la plupart des

entérocoques, entérocoques et pour les germes apparentés les plus courants. (Annexe 4-9)

111-1-6 Dénombrement des levures et moisissures

Le dénombrement des levures et moisissures a été fait par étalement de 0,1 ml de la solution
meére a la surface de boites de milieu Sabouraud, puis incubation a 37°C pendant 24h (NM
08.0.123).

I11-1-7 Recherche des Salmonelles
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La recherche des salmonelles s’effectue en quatre étapes : le pré enrichissement,
I'enrichissement, I'isolement et I'identification biochimique et sérologique (NM 08.0.116).

e Pré-enrichissement
La solution mere est incubée a 36°C pendant 18 h a 24h. Ceci permet aux salmonelles
(éventuellement présentes) de se multiplier en abondance ; elles deviennent ainsi facilement
détectables par la suite.

e Enrichissement
Un volume de 0,1 ml du milieu pré-enrichi est ajouté dans des tubes contenant 10 ml de
bouillon de Rappaport de Vassiliadis. L’incubation est réalisée a 42°C pendant 18 a 24 heures.
La sélectivité du bouillon et la température d'incubation relativement élevée entrainent
I'élimination d'une grande partie de la flore d'accompagnement et favorisent la croissance des

salmonelles.

e |solement
Un volume de 0,1 ml du milieu d’enrichissement est ensemencé par épuisement sur le milieu
Hektoen. Les boites de pétri sont incubées a 37° pendant 24h, les Salmonella apparaissent sous
forme de colonies bleu-vert avec ou sans centre noiratre. Les isolats suspects, sont repiqués sur
gélose nutritive inclinée, en vue de leur identification (voir annexe 4-10).

e Identification biochimique
Les colonies obtenues sur le milieu Hektoen (suspect Salmonella) sont purifiées et identifiées
par la coloration de Gram et I’identification biochimique par la galerie classique et la galerie
Api 20 E.

e Galerie classique
L'identification biochimique consiste en la recherche de la fermentation du lactose, du glucose
et production d'H2S et de gaz effectuée par ensemencement du milieu Kligler.

- Fermentation du lactose, du glucose et production d'H2S et de gaz :
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Le milieu de Kligler —Hajna est un milieu combiné qui permet de confirmer la fermentation du
glucose, du lactose, et la production d'H2S et de gaz. Ce milieu en tube doit présenter un culot
(2/3) est ensemencé par piqlre centrale profonde, et une pente (1/3) dont la surface est
ensemencée par des stries. La lecture des résultats nous renseigne sur 4 éléments (annexe 4-

11):

La fermentation du glucose : culot jaune

La non-fermentation du lactose : une pente rouge

La production d'H2S : un noircissement du milieu

Le dégagement du gaz : I'apparition de bulles.
Sur ce milieu, les salmonelles présentent souvent une pente rouge, un culot jaune et un léger
noircissement, alors que le dégagement du gaz est variable.

- Test a ’ONPG : recherche de I’enzyme [3-galactosidase :
Il s’agit de 1’Ortho-Nitro-Phényle-Galactopyranoside qui est un composeé incolore, comme le
lactose, qui est scindé par I’enzyme B-galactosidase (enzyme du métabolisme du lactose) en
libérant 1’orthonitrophenol qui est un composé soluble caractérisé par une couleur jaune.
Dans un tube a hémolyse, une suspension bactérienne épaisse est réalisée dans 0,3ml d’eau
peptonée a laquelle un disque imprégné d’ONPG est ajouté.
Le tube est incubé a 37°C pendant 24 heures. Une réaction positive se traduit par une coloration
jaunatre.

- Test de ’oxydase
Ce test consiste a mettre en évidence la capacité de la bactérie testée a oxyder la forme réduite
et incolore des dérivés N-methylées du paraphényléne diamine en leur forme oxydée semi-

quinonique rose violaces.
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Les entérobactéries sont des bacilles Gram négatifs, oxydase négative. L’absence d’oxydase se
manifeste par I’absence de coloration violette, a la suite du dépot d’une parcelle de la culture
sur le disque « OX » et I’'imprégnation d’eau physiologique.

- Test Urée-Indole
L’uréase : les bactéries uréase (+) hydrolysent I’urée en ammoniaque, qui fait varier I’indicateur
du pH, entrainant un changement de la couleur du milieu, ainsi il devient alcalin par formation
de carbonate d’ammonium, et vire au rouge violacé, alors qu’il était jaune orange.
Une colonie suspecte est ensemencée dans un tube & hémolyse contenant 0,3ml du milieu Urée
— Indole. Le tube est incubé a 37°C pendant 24 heures. Le virage du milieu au rouge violacé
montre que la bactérie est urée +.
Quelques gouttes du réactif de kovacs sont ajoutées. L’apparition d’une auréole rouge indique
la transformation du tryptophane en indole.

e Galerie Api 20E

La Galerie Api 20 E est un systéme standardisé pour 1’identification des Enterobacteriaceae et
autres bacilles a gram négatif non fastidieux, comprenant 20 tests biochimiques miniaturisés,
ainsi qu’une base de données. La Galerie Api 20 E comporte 20 microtubes contenant des
substrats déshydratés. Les microtubes sont inoculés avec une suspension bactérienne. Les
réactions produites pendant la période d’incubation (18h a 24h a 37°C) se traduisent par des
virages de coloration spontanés ou révélés par I’addition de réactifs. La lecture de ces réactions
se fait a 1’aide du tableau de lecture et I’identification est obtenue a I’aide du catalogue

analytique selon les recommandations du fournisseur (Annexe 4-12).

111-1-8 Recherche de Listeria monocytogenes

La recherche des Listeria monocytogenes s’effectue en quatre étapes successives selon le

protocole suivant (NM 08.0.110) :

e Enrichissement primaire et secondaire
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10 g d’échantillon d’aliment sont ajoutés a 90 ml de bouillon Fraser-demi additionné a son
supplément et incubée a 30°C pendant 18 a 24 heures.

0,1ml de ce milieu est ensemence dans un tube contenant 10 ml de bouillon Frazer additionné
lui aussi de son supplément. Les tubes inoculés sont incubés a 37°C pendant 48 heures.

e |solement

A partir du bouillon d’enrichissement primaire et secondaire, un isolement est réalisé
séparément en ensemencant par épuisement le milieu Palcam. Les boites ensemencées sont
incubées a 37°C pendant 24h a 48 heures. Les colonies retenues sont celles de couleur verte de
1,5mm a 2mm de diametre et présentant une dépression centrale entourés d’un halo noir (Voir
annexe 4-13).

e Purification :
Les colonies suspectes obtenues lors du premier et deuxiéme isolement sont purifiées sur milieu
tryptone soja extrait de levure TSYAE. Les boites ensemencées sont incubées a 37°C pendant
24 heures. Les colonies retenues pour 1’identification sont celles de 1 mm a 2 mm de diamétre,
convexes, incolores et a bord régulier.

e Identification biochimique
Les colonies caractéristiques ayant poussé sur gélose TSYAE font 1’objet d’une identification
biochimique qui est réalisée a 1’aide de la Galerie Api Listeria ou en se basant sur les
caractéristiques suivantes : petits bacilles, Gram Positif, Oxydase négatif, Catalase positif,
mobile, aéro-anaérobie facultatif, VP (+), RM (+), et Glucose (+), Gaz (-) et H2S (-), Urée (—
), Indole ().

e Galerie API Listeria : La galerie api Listeria est composée de 10 cupules permettant

la détermination des caractéristiques biochimiques (voir annexe 4-14).

I11-2 Analyses bactériologiques des prélevements de surfaces
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Arrivé au laboratoire, chaque écouvillon a été immergé dans un bouillon nutritif liquide (BHI),
puis incubé a 37+1°C pendant 18 h. Ce bouillon a servi a ensemencer par épuisement 3 milieux :
le Cétrimide pour la recherche des Pseudomonas, le VRBL pour la recherche des coliformes
fécaux et le Baird Parker pour I’isolement des Staphylococcus puis incubé respectivement a
37+1°C pendant 24h a 48 h.
I11-2-1 Pseudomonas aeruginosa

La gélose au Cétrimide est un milieu sélectif, qui permet l'isolement des Pseudomonas et
notamment de P.aeruginosa. Le milieu favorise également la production de pigments
fluorescents (pyoverdines) par certaines souches de Pseudomonas aeruginosa(voir annexe 4-
15).

Les colonies bactériennes suspectes ont été ensemencées par épuisement sur les milieux King
A et King B puis incubés pendant 24 heures a 37°C, voire méme de préférence a 42°C

(I'incubation a 42°C permet un isolement spécifique de P. aeruginosa).

111-2-2 Staphylococcus spp
Les prélevements sont ensemencés sur une gélose Baird Parker qui est un milieu sélectif des
Staphylococcus. La différenciation entre I’espéce S.aureus et les Staphylocoques a coagulase
négative a été réalisé par le test de la coagulase.

111-2-3 Coliformes fécaux
La gelose lactosée biliée au cristal violet et au rouge neutre (VRBL) est un milieu sélectif utilisé
pour la recherche et dénombrement des coliformes. A partir d’une culture bactérienne, la

surface du milieu VRBL est ensemencée en stries serrees et incubé a 44°C pendant 24 heures
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puis, des tests biochimiques notamment les Api20E sont réalisés pour 1’identification des

especes.

111-3 Analyses bactériologiques des prélevements nasal et des mains

Les écouvillons ont été immergés dans un bouillon (BHI), puis incubé a 37+1°C pendant 18 h.
Ce bouillon a servi a ensemencer par epuisement 2 milieux pour les prélevements des mains
qui sont : le VRBL pour la recherche des entérobactéries et le Baird Parker pour 1’isolement
des Staphylococcus. Pour les prélevements des puis incubé respectivement a 44+1°C et 37+1°C

pendant 24h a 48 h.

IV-  Etude de la résistance vis-a-vis des antibiotiques
Le profil de résistance de tous les isolats obtenus est déterminé par le test d’antibiogramme. ce
dernier est réalisé suivant les criteres de standardisation définis par le Comité de

I’antibiogramme de la Société frangaise de microbiologie (EUCAST, 2019).

IV-1- Antibiogrammes .

La résistance des bactéries aux antibiotiques est déterminée par la méthode de diffusion des
disques imprégnés d’antibiotiques sur gélose Mueller-Hinton (MH). L'antibiogramme permet
la qualification des bactéries de sensible, résistante ou intermédiaire (sensibilité diminuée ou
incertaine) selon le diametre d’inhibition de la croissance bactérienne autour de chaque disque
d’antibiotique (EUCAST, 2019).

e Technique:

A partir d'une culture bactérienne pure de 18-24 heures sur la gélose nutritive, quelques colonies
isolées et bien délimitées sont prélevées a I’aide d’un écouvillon stérile afin de préparer une
suspension bactérienne en milieu liquide d’enrichissement BHI. Aprés homogénéisation, ce

dernier est incubé pendant 2 a 3 heures a 37°C. Une ou plusieurs boites de pétri contenant le
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milieu MH sont préparées et ensemencées par écouvillon en stries superficielles trés serrées a
partir de la suspension bactérienne préparée. Les disques imprégnés d'antibiotiques sont
déposés ensuite a I’aide d’une pince stérile en appuyant 1égérement sur la surface de la gélose
MH. Les boites sont ensuite incubées a 37°C. Les disques d’antibiotiques testés sont indiqués
dans le tableau (Tableau 9 ; 10 ; 11).La lecture et I’interprétation de l'antibiogramme sont
s'effectuées aprés 16 a 24 heures d’incubation a 35+2°C en aérobiose (annexe 4-16). Les
différents diamétres des zones d’inhibition obtenus autour des disques d’antibiotiques sont
mesurés. La valeur des diameétres obtenus pour chaque bactérie étudiée (entérobactéries,
staphylocoques et entérocoques) est comparée aux valeurs des diamétres critiques publiés par
le CA-SFM (Tableau 9 ; 10 ; 11) et les bactéries sont classées dans l'une des catégories :
Sensible, Intermédiaire ou Résistante.

Tableau 9 : Antibiotiques utilisés et Diamétres critiques pour I’appréciation de la Sensibilité/ Résistance
des entérobacteries

Famille d’antibiotique Diametres critiques
Antibiotique Sigle Charge du (mm)
disque (ug) S> R<
Ampicilline AMP 10 14 14
Pénicillines Amoxicilline-acide
Clavulanique AMC 20-10 19 19
Carbapénémes Imipenéme IMP 10 22 16
Ceftazidime CAZ 10 22 19
B-lactamines Céphalosporines Céfixime CFM 5 17 17
Aminosides Gentamicine GN 10 17 14
Fluoroquinolones Acide nalidixique NA 30 19 14
Autres Triméthoprime SXT 1,25-23,75 14 11

Sulfaméthoxazole
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Tableau 10 : Antibiotiques utilisés et Diamétres critiques pour ’appréciation de la Sensibilité/ Résistance

des Staphylocoques
Diameétres critiques (mm)
Famille d’antibiotique Antibiotique Sigle Charge du
disque (ug) S> R <
Penicilline G AMP 10 26 26
pB-lactamines Pénicillines Oxacilline OX 30 22 22
Céphalosporines Cefoxitine FOX 10 22 19
Aminosides Gentamicine GN 10 18 18
Tobramycine TOB 10 18 18
Norfloxacine NOR 10 17 17
Fluoroquinolones Ofloloxacine OFX 6 20 20
Ciprofloxacine CIP 6 24 24
Autres Triméthoprime SXT 1,25-23,75 17 14

Sulfaméthoxazole

Acide Fisidique

Tableau 11 : Antibiotiques utilisés et Diamétres critiques pour ’appréciation de la Sensibilité/ Résistance des
entérocoques intestinaux

Diameétres critiques (mm)

Famille d’antibiotique Antibiotique Sigle Charge du
disque (ug) S>> R<
B-lactamines Pénicillines Ampicilline AMP 2 10 8
Carbapénemes Imipeneme IMP 10 21 18
Glycopeptides Vancomycine VAN 6 12 12
Macrolides Erythromycine ERT 16 23 14
Fluoroquinolones Levofloxacine LEV 6 15 15
Autres Triméthoprime SXT 1,25-23,75 50 21

Sulfaméthoxazole

VI1-2- Test de détection de B-lactamase a spectre étendu (BLSE) :

Suite a I’interprétation de 1’antibiogramme, une résistance ou une sensibilité diminuée aux

céphalosporines de troisieme génération permet I’identification des bactéries qui sont
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susceptibles d'étre des BLSE. La recherche d’une synergie entre 'acide clavulanique et les
cephalosporines de troisieme génération permet de distinguer les bactéries présentant une BLSE
de ceux qui présente un autre mécanisme de résistance.

e Principe :
Le test de synergie permet la détection de P-lactamases a spectre étendue chez les isolats
bactériens étudiés. Ces enzymes peuvent étre mises en évidence par la méthode de diffusion
des disques sur gélose MH qui consiste a utiliser un disque d'antibiotique contenant une
cephalosporine de troisieme génération et un autre contenant un inhibiteur de BLSE. La
synergie entre ces deux antibiotiques se traduit par une augmentation du diameétre de la zone
d’inhibition autour du disque de C3G et I’apparition d’une zone de synergie entre les disques
d’antibiotiques dite en « bouchon de champagne» (Drieux et al., 2008).

e Technique:
La recherche de BLSE est réalisée dans tous les isolats des entérobactéries, obtenus a partir des
différents types de prélévements, par la technique de synergie. Ainsi, les disques de ceftazidime
et de céfixime sont déposés a une distance de 30 mm (centre a centre) d’un disque
d’amoxicilline/ acide clavulanique sur les boites MH. Ces dernicres sont ensuite incubées a
37°C (EUCAST, 2019).
La lecture et I’interprétation du test de synergie sont effectuées aprés 16 a 24 heures
d’incubation a 354+2°C en aérobiose. Une extension nette du bord de la zone d'inhibition des
disques de céphalosporines de troisieme génération vers le disque d’amoxicilline/ acide

clavulanique est interprétée comme résultat positif pour la production de BLSE.

VI1-3 Test de détection de I'activite Métallo-g-Lactamase (MBL) :

Toutes les bactéries résistantes ou présentant une sensibilité réduite a I’'imipenéme sont testées

pour la production des enzymes ML (activité carbapenemase).
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e Principe :
La méthode des disques combinés permet la détection de la production des MBL. Elle consiste
a utiliser deux disques d’imipenéme en ajoutant a 1’un des disques une solution d’EDTA. En
effet, ce dernier est un agent inhibiteur de 1’activité carbapenemase des MPL, il entre en
interaction avec les ions zinc situés sur le site actif de ’enzyme aboutissant ainsi a leur chélation
et par conséquent une perte de 1’activité hydrolytique de cette métallo-enzyme a zinc. Une
augmentation du diamétre de la zone d’inhibition autour du disque imipenéme-EDTA signifie
que la souche étudiée est productrice des enzymes MBL (Cornaglia et al., 2007).

e Technique:
La recherche de MBL est faite dans les conditions standards de 1'antibiogramme. Deux disques
d’imipenéme sont déposés a une distance de 4-5 cm l'un de l'autre sur la gélose MH
préalablement ensemencée avec la souche a étudier. Ensuite, un volume de 10u1 d’une solution
d’EDTA (0.5 M, pH 8) est ajouté a I’un des disques. Les boites sont ensuite incubées a 37 °C

(EUCAST, 2019).

Aprés 16 a 24 heures d’incubation a 35+2°C en aérobiose. Les souches bactériennes dont le
diamétre d’inhibition autour du disque d’imipenéme-EDTA est supérieur a celui obtenu avec
le disque d’imipenéme seul, d’au moins 6 mm, sont considérées comme souches productrices
de MBL (Annexe 4-17).

V- Analyses moléculaire
Afin de déterminer le mode de résistance de Staphylococcus, la recherche du géne mecA est
réalisée pour toutes les souches isolées a partir de I’aliment, surfaces et personnel. De méme
pour la recherche d’E.coli H70O157, le Sérotypage a été réalisé par PCR pour la détection du
flicH7 et rfbO157 isolés a partir des aliments, surfaces, prélevements nasaux et prélévements

des mains.
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V-1 Extraction d’ADN total :

L’ADN total des souches bactériennes étudiées est extrait par choc thermique. A partir
d’une culture bactérienne pure de 18-24 heures sur milieu gélose nutritive, quelques colonies
sont prélevées a 1’aide d’une pipette pasteur afin de préparer une suspension bactérienne dans
200 pl d’eau distillée stérile. Apres agitation la suspension préparée est chauffée a 95°C
pendant 10 minutes (Cette étape permet la lyse et I’éclatement des bactéries et la libération de
I’ADN). Ensuite, la suspension est centrifugée a 14000 tours/min pendant 10 minutes. Le

surnageant contenant I’ ADN est récupéré et conservé a -20 °C jusqu'a son utilisation.

V-2 Amplification Génique (PCR) :
e Principe :

La réaction de polymérase en chaine (PCR) est une technique de biologie moléculaire qui
permet d'amplifier spécifiguement et d'une maniere exponentielle une séquence d'ADN
double brin par action cyclique d'une ADN polymérase thermostable. Chaque cycle comprend
trois étapes : la dénaturation de I'ADN double brin par chauffage, suivi ainsi par I’hybridation
de deux amorces oligonucléotidiques (courtes séquences de 20 a 25 nucléotides spécifiques et
délimitant la région d’ADN a amplifier) et I'élongation. La derniere étape est catalysée par la
taq polymérase qui permet 1’élongation en synthétisant 'ADN complémentaire depuis
l'extrémité 3'OH des amorces a travers I’incorporation des nucléotides présents dans le

mélange réactionnel.

V-2-1 Sérotypage moléculaire d’Escherichia coli O157 : H7

Tous les isolats d’E.coli obtenu a partir des différents échantillons ont été surjetés a une PCR
pour la détection des geénes codants pour la biosynthése de 1’antigene somatique O157 et
I’antigéne flagellaire H7 d’E.coli. Les séquences oligonucléotidiques des amorces utilisées

dans I'étude sont présentées dans le tableaul2.
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Tableau 12 : Séquences Oligonucléotidiques des amorces utilisées pour PCR

Régions Amorce | Séquences d’amorce (5’ - 3°) Taille Tm référence
amplifiées (Pb) (°C)

flic F FGCGCTGTCGAGTTCTATCGAGC (Paton et
flic H7 flicR | CAACGGTGACTTTATCGCCATTCC Paton, 19%8)

625 61

O157F | CGGACATCCATGTGATATGG (Gannon etal.,

rbO 157 O157R | TTGCCTATGTACAGCTAATCC 296 |57 /1990

Les réactions de PCR sont effectuées dans un thermocycleur dans un volume réactionnel final

de 25 pl. Les constituants du mélange réactionnel et la concentration finale de chaque

composant utilisé sont présentés dans le tableau 7. Des témoins positif et négatif sont utilisés

dans chaque réaction de PCR.

Les conditions de PCR sont décrites dans les tableaux 13 et 14.

Tableau 13 : Composition du mélange réactionnel pour d’amplifications d’une région des génes

Constituants de mélange

réactionnel

Tampon 10 x

Mgcl2

Tag polymérase

dNTP

Amorce sens

Amorce anti sens

ADN

Eau distillée stérile

flic H7 et O 157.

flic H7

1X

1,6 mM
1U

0,2 mM
0,28 mM
0,28 mM
Qsp : 3ul
Qsp : 25 ul

Concentration finale de chaque composant

0 157
1X
3mM
1U

0,2 mM
0,28 mM
0,28 mM

Qsp : 3ul

Qsp : 25 ul

99



Matériel et méthodes

Tableau 14 : Programme d’amplification en fonction des amorces utilisées.

Parametres

Dénaturation initiale
Dénaturation
Hybridation
Elongation
Elongation finale

Nombre de cycle

Condition/durée

flic H7

95°C/ 1min
95°C / 15 sec
61 °C/ 15 sec
72°C/ 30 sec
72°C/ Tmin
35

0O 157

95°C/ 1min

95°C /15 sec
57 °C/ 15 sec
72°C/ 30 sec
72°C/ 7Tmin

30

V-2-2 Détection du géene de résistance MecA chez les staphylocoques

Les souches de staphylocoques résistantes a la céfoxitine expriment une PLP additionnelle

(PLP2a) apreés induction par une béta-lactamine ou la présence d’un géne mec additionnel

mecA. La détection du géne codant I’expression d’une PLP additionnelle mecA est effectuée

par PCR pour les souches de staphylocoques isolés a partir des aliments, surfaces et personnel.

Les séquences oligonucléotidiques des amorces utilisées dans I'étude sont présentées dans les

tableaux 15 et 16.

Tableau 15 : Séquences Oligonucléotidiques des amorces utilisées pour la PCR du géne mecA

Régions Taille | Tm référence
amplifiées | Amorces | Séquences d’amorce (5’ - 3°) (Pb) (°C)
mecA F FGCGCTGTCGAGTTCTATCGAGC
mecA 261 60 | (Safarpoor
mecA R CAACGGTGACTTTATCGCCATTCC Dehkordi et
al., 2017)
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Tableau 16 : Programme d’amplification.

Parameétres Condition/durée
Dénaturation initiale 95°C/ 1min
Dénaturation 95°C /15 sec
Hybridation 61 °C/ 15 sec
Elongation 72°C/ 30 sec
Elongation finale 72°C/ 7Tmin
Nombre de cycle 31

V-3 Révélation des produits d’amplification par électrophorese :
e Principe :

L'électrophorese sur gel d'agarose est une méthode couramment utilisée pour la
séparation des proteines, d'ADN ou d'’ARN. Les acides nucléiques sont séparés selon
leur poids moléculaire a l'aide d'un champ électrique ou les molécules chargées
négativement migrent du pdle négatif (cathode) vers le pdle positif (anode) des
électrodes. Le flux de migration est déterminé par le poids moléculaire. Afin de
visualiser les molécules d'ADN sur les gels d'agarose, le bromure d'éthidium est utilisé,
c’est un colorant fluorescent qui s'intercale entre les bases d’ADN. L'illumination des
gels d'agarose avec une lumiére ultra-violet permet la détection des acides nucléiques
colorés (Ylmaz et al., 2012).

e Technique:
- Préparation du gel :
L’¢lectrophorese est réalisée sur gel d’agarose a 2 %. Ce dernier est préparé en diluant 2
g de poudre d’agarose dans 100 ml de tampon d’¢électrophorése TBE 1X. La solution
obtenue est chauffée dans un four a micro-ondes jusqu'a dissolution compléte. Apres

refroidissement, 2 ul de bromure d’éthidium (BET) est ajoutée. Ensuite, le mélange est
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versé dans un moule et le peigne y est placé. Apres solidification, le peigne est retiré et le

gel est placé dans une cuve de migration et le tampon TBE 1X est ajouté (annexe 5).

- Migration électro phorétique :

Un volume de 8 pL du produit de PCR est mélangé avec 2 puL du tampon de charge et déposé
ensuite dans les puits. Un marqueur de poids moléculaire est utilise (DNA Ladder 100 pb) afin
de déterminer la taille du produit d’amplification. La migration est effectuée en utilisant un

générateur de courant a une tension de 100 Volts pendant 60 minutes.

o Révélation et interprétation :
La visualisation des produits d'amplification est effectuée sur une plaque UV. La présence et la

taille des produits d’amplification sont notées.

IV-  Analyse statistique

L'analyse statistique est effectuée en utilisant le logiciel SPSS (version 20, SPSS Inc. Chicago,
Illinois, USA). L’analyse descriptive est effectuée pour la détermination des prévalences, les
moyennes de dénombrement et le calcul des taux de conformité.

Le SPSS est utilisé pour la description des caractéristiques démographique des participants les
corrélé avec leurs niveaux de connaissances en utilisant le test I’ ANOVA.

La comparaison des scores de leurs attitudes avant et aprés formation est réalisée par le

Wilcoxon Signed Ranks Test.
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- Evaluation des bonnes pratiques d’hygiéne et impact de la formation

Durant la période de 1’étude, un questionnaire sur les connaissances en bonne pratiques
d’hygiéne a été administré aux manipulateurs d’aliments en deux phases : une fois avant une
formation en pratiques d’hygiéne et une autre apres la formation. En plus des questions relatives
aux informations démographiques des participants, le questionnaire comporte 28 questions
devisées en 8 sections (Annexe2) relatives a : I’hygiéne personnelle, I’entretien des locaux, la
réception de la matiere premiére, les pratiques de sécurité de la transformation des aliments, le
service de repas, les équipements et outils de lavage, le nettoyage et le séchage ainsi que le
traitement des déchets. Les réponses ont consisté en une réponse a deux choix : oui ou non. Les

réponses devant étre obtenues et montrant une maitrise des notions d’hygiéne.

I-1- Résultats de I’évaluation des connaissances avant la formation

Le niveau de connaissances des manipulateurs a été évalué en préformation en calculant le
pourcentage des réponses correctes relatives aux questions de la bonne pratique en hygiéne pour
chaque item. Les résultats sont présentés sur la figure 11 Cette derniere montre que les
manipulateurs avaient un niveau moyen en connaissances. Le grand pourcentage des réponses
correctes était noté pour les questions concernant la réception de la matiére premiére (84%)
tandis que le faible pourcentage des réponses correctes a été noté pour les pratiques de sécurité

(39%).

Au cours de cette période, 70% des manipulateurs ont déclaré que le lavage des mains avant la
manipulation des matiéres premiéres n'était pas important et 90% d'entre eux n'avaient aucune
connaissance de I'impact de 1’état du sol et des murs sur la qualité microbiologique des repas.
De plus, les connaissances sur les pratiques de sécurité de la transformation des aliments étaient

tres faibles. Ainsi, 84% des participants déclaraient qu'il n'y a aucun probleme a décongeler les
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aliments surgelés et a les recongeler. De méme, les pourcentages de bonnes réponses sur la

gestion des déchets et les pratiques de sécurité etaient trés faible (50% et 39% respectivement).

Traitement des déchets [ 50%
Entretien des équipements [ 62%
sorvice s epss Y <
Pratique de sécurité [ 39%
Réception de la matiere premiere [ s
Entretient des locaux [ 549
rygion personle [ <

0% 10% 20% 30%  40%  50%  60% 70% 80% 90%

Figure 11 : Pourcentages des réponses correctes dans la premiére période (préformation)

I-2- Résultats de I’évaluation des connaissances aprés la formation

Aprés I’évaluation réalisée dans la premiere période et en collaboration avec les dirigeants de
la cuisine centrale de 1’hopital ; une formation sur les bonnes pratiques d’hygiene au profit du
personnel de la cuisine a été réalisée. Suite a cette formation, le questionnaire a été administré
une seconde fois et les résultats obtenus sont reportés sur la figure 12. Ainsi, pres de 98% des
participants avaient des réponses correctes sur les connaissances en hygiéne personnelle (lavage
des mains, port de gants...). De plus, les connaissances sur les conditions des locaux, les
pratiques de salubrité des aliments et la transformation des aliments étaient élevées (96% de
bonnes réponses). Enfin, les réponses concernant les procédures de lavage et la gestion de

I'élimination des déchets étaient 2 100% correctes.
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Traitement des déchets s 939%
Entretien des équipements I 10090
Service des repas I 89%
Pratique de sécurité I 83%
Réception de la matiére premiere I 10090
Entretient des locaux I 96%
Hygiéne personelle I 98%

0% 20% 40% 60% 80% 100% 120%

Figure 12 : Pourcentage des réponses correctes apres la formation

I-3- Scores de connaissances en hygiene et sécurité alimentaires

Afin de déterminer les niveaux de connaissances des participants en matiere des bonnes
pratiques d'hygiéenes, un score a été calculé. Un point a été attribué a chaque bonne réponse et
zéro a la mauvaise. Le score variait entre zéro et 30. Les participants ayant un score compris
entre 20 et 30 sont considérés comme ayant une bonne connaissance, ceux qui ont obtenu un
score entre 10 et 20 sont considérés comme ayant une connaissance moyenne et ceux qui ont
obtenu un score entre 10 et 0 sont considérés comme ayant une faible connaissance.

Au cours de la premiére période et comme indiqué dans le tableau 17, les connaissances en pratiques
d'hygiéne étaient médiocres. En fait, 57,50% des manipulateurs d'aliments avaient un score faible tandis
que 42,50% marquaient un score modéré. Ces scores se sont considérablement améliorés aprées la
formation. Le test des rangs signés de Wilcoxon a été exécuté et a indiqué que les scores post-formation

étaient significativement plus élevés que les scores pré-test, (Z = -5,309, p <0,05).
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Tableau 17 : Scores de connaissances en hygiene et sécurité alimentaires

Score élevé Score moyen Faible score P Z
(20-30 points) (10-20) (0-10)
Préformation 0 42.50 57.50
Post - formation 60.60 30.20 9.20 <0000 | -5309

I-4 Corrélation des scores de connaissances en hygiéne et sécurité alimentaire
(moyenne + écart-type) avec les caractéristiques démographiques

Comme indiqué dans le tableau 18 les scores de niveau de connaissances en bonne pratiques
d’hygiene alimentaire ont été corrélés aux caractéristiques démographiques. Les résultats
montrent une association significative entre les scores et toutes les caractéristiques
démographiques étudiées (p <0,05). Ces scores sont plus éleves (22, 14 + 3, 05) chez les femmes
que chez les hommes (20, 56 + 3, 16) apres avoir suivi la formation. En outre, la catégorie des
manipulateurs agée de 29 a 41 ans avait un score moyen inférieur (21, 06 + 3, 23) a celui des
manipulateurs plus jeune (21, 65 + 3 171). De plus, les manipulateurs ayant un niveau d'études
« universitaire » présentaient des scores moyens plus élevés (23, 69 + 3, 62) que les

gestionnaires ayant le niveau « secondaire » (21, 22 + 2, 87).
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Tableau 18 : Corrélation des scores de niveau de connaissances en bonne pratiques d’hygié¢ne
ont été corrélés aux caractéristiques démographiques

Caractéristiques N Moyenne des scores + SD Moyenne des scores +SD P
(avant la formation) (apres la formation)
Sexe Hommes 18 1411 £3.32 20.56 +3.16
0.000
femmes 21 14.95 + 3.98 22.14 £3.05
Groupe d’age 23-28 23 1491 +3.84 21.65+£3.17
29-41 16 14.06+ 4.00 21.06 £3.23 0.035
Niveau d’étude s secondaire 23 13.75+£3.19 21.22 +£2.87
0.000
Universitaire 16 15.13 +£3.93 23.69 = 3.62

Valeur p : (ANOVA) (p <0,05) ; SD : écart type

I-5- Situation de la disposition de la cuisine centrale avant et apres actions
correctives

I-5-1 Analyse des flux des déchets, des personnels et des matiéres premiéres
e Avant actions correctives

Une vue générale du plan de la cuisine centrale montre un croisement des circuits : le circuit
des personnels des services pres de la cuisine, le circuit des matieres premiéres et les produits
finis et le circuit des déchets dans le local de la cuisine. La livraison des matiéres premieres
jusqu’a ’envoi du produit fini, n’est pas correctement organisée dans 1’espace, du fait qu’il y a
une intersection de produits. Un tel croisement présente en effet un risque de contamination des
produits les plus fragiles.

e Apres actions correctives
Apres I’analyse de I’arrangement de 1’espace, les actions correctives suivantes ont été réalisées :

- Séparation du circuit des déchets du circuit des plats finis.

- Séparation de I’espace privé du personnel de la cuisine

- Réalisation d’un circuit pour la réception des matieres premieres indépendant du circuit

de préparation.
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I-5-2 Analyse de la situation des plans de travail, les murs et le sol

Avant actions correctives

Toutes les sections de la cuisine centrale nécessitaient un changement au niveau du revétement

des murs et du sol et surtout les deux zones suivantes :

la boucherie : cette salle est une zone a haut risque de contamination en raison de la
nature sensible des produits manipulés dont les viandes rouge, volaille et poissons et
aussi au niveau de cette zone se fait le hachage et le découpage. La situation des murs
et des paillasses ainsi que I’utilisation du méme plan pour tous les types de viandes et
toutes les actions ne répondaient pas aux exigences hygiéniques,.

La zone de dressage : a la sortie de la zone chaude les plats sont dressés sur un plan en
inox a I’air libre au niveau du couloir de la zone de production, sans aucune séparation
physique. Le risque de contamination croisée est trés éleve.

Apres actions correctives

la boucherie : les actions correctives réalisées consistent en un rafraichissement des
murs et du sol de la salle avec utilisation d’un nouveau revétement. Le plans de travail
a été remplacé par de I’inox inoxydable. La séparation des plans de découpage des
viandes crus de facon que chaque type de viande ait son propre plan.

La zone de dressage : cette zone a été déplacée dans une salle séparée de toute sorte de
contamination en respectant le concept de la marche en avant et avec un changement de

revétement des murs.

I-5-3 Analyse de la situation des systémes de réfrigération et d’aération
Avant actions correctives

Systemes de réfrigération : Dans I’ensemble 1’état des systémes de refroidissement et
de réfrigération était satisfaisant. Cependant, une fiche de tracabilité des températures
sur chaque réfrigerateur manquait et la situation hygienique de quelques refrigérateurs

n’était pas bonne.
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Systéme d’aération : le systéme d’aération manquait sur la pluparts des salles de
préparation ce qui provoquait une augmentation de la chaleur et de I’humidité et
présente les conditions idéales pour la prolifération bactérienne et la présence des
nuisibles.

Apres actions correctives

Systemes de réfrigération : les réfrigérateurs defaillants ont été renouveler et des fiches
de tracabilité des températures ont été établis sur chaque réfrigérateur et congelateurs.
La situation hygiénique a eété améliorée en exigeant un calendrier de nettoyage.
Systemes d’aération : des ventilateurs et des climatiseurs ont été installés sur

I’ensemble des zones de préparation et de dressage.

I-5-4 Equipements et outils de lavage, de nettoyage et de séchage pour personnel

Avant actions correctives

Lavage des mains : le nombre de lave-mains, la mise a disposition de désinfectants et
essuie-mains a usage unique ont été insuffisant ou défaillant. En plus, des fiches
explicatives des procédures de la méthode de lavage des mains n’¢étaient pas disponibles.
Nettoyage des équipements et des plans de travail : la fréquence de lavage était
insuffisante (2 fois par jour) pour les plan de travail surtout a la boucherie et la
légumerie ou ont lieu le traitement des matieres premiéres et les opérations telles
que I’épluchage, le parage, le tranchage des legumes, le découpage et la décongélation.
De méme, la procédure de nettoyage et désinfection de 1’ensemble des locaux, du
matériel et équipement n’était pas précisée.

Actions correctives

Lavage des mains : des laves mains en nombre suffisant ont été installée et les
détergents mis a disposition (de fagon a ce que chaque section a son propre lave main)s.
En plus, des fiches explicatives de la méthode correcte pour le lavage des mains et
I’instauration d’un systéme de séchage automatique ont été ¢laborées et affichées.
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- Nettoyage des équipements et des plans de travail : Le nettoyage des équipements
et des plans de travail par un détergent a été exigé avec une fréquence élevée (apres
chaque utilisation). En plus, des fiches explicatives des procédures de nettoyage ont

éteé élaborées et affichées dans chaque section de la cuisine centrale.

I1- Qualité hygiénique des 3 matrices examinés : Aliments ; Surfaces et Personnel
11-1 Evaluation de la qualité hygiénique des aliments
L’étude a été réalisée entre juin 2015 et juin 2016. Au total, 300 échantillons d'aliments ont été
collectés et analysés afin d’évaluer la qualité hygiénique de différentes catégories d’aliments
consommes au sein d’un hopital marocain et d’en déterminer les variations saisonniéres, ainsi
que d’évaluer la qualité microbiologique avant et aprés formation du personnel en matiére de
pratiques d’hygiene.
11-1-1 Etude de la non-conformité des échantillons analysés selon la catégorie d’aliments
L’appréciation de la conformité bactériologique des échantillons collectés a été réalisée selon
la norme marocaine (Arréte conjoint n°1737-02, 2004). Les résultats sont présentés sur le
tableau 19.

Tableau 19 : Conformité bactériologique globale des échantillons selon leur catégorie

Types d’échantillons Nbr d’échantillons Nbr de non-conformité (%) Nbr de conformité (%)
Plats chauds 8.7% 91,3%
150 ’ ’

Salades 53,7% 46,3%
54

Viande cru 53,8% 46,2%
39

Végétaux cru 54,5% 45,5%
33

Patisseries 16,7% 83,3%
24

Total 300 28,3% 71,7%

Les résultats de cette étude montrent que 71,7% des échantillons étaient conformes aux normes

en vigueur alors que 28,3% étaient non-conformes. Le taux de non-conformité varie largement
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d'une catégorie d’aliments a une autre. Les produits cru présentent les plus grand taux de non-

conformité (végétaux cru=54,% ; viande cru=53,8%) suivit des salades avec un taux de 53,7%.

11-1-2 - Les germes responsables de la non-conformité des aliments
L’évaluation germes responsable non-conformité globale et par catégorie d’aliments selon la

norme marocaine a été réalisée. Les résultats sont présentés dans le tableau 20.

Tableau 20 : Distribution des germes responsable de la non-conformité des aliments

Les germes

responsables

de la non- Le taux global %  Platschaud  Salades Viandescru  Végétaux Patisseries
conformité cru

Coliformes 64,70 60 61,11 72,22 12,72 75
S.aureus 30,5 33,33 36,11 27,77 9,09 25
FMAT 2,35 6,66 2,77
ASR 2,35 18,18

La non-conformité de tous les échantillons prélevés était principalement due aux les coliformes
avec un taux de 64,70% dont 60%, 61,11%, 72,22, 72,72% et 75% dans les plats chaud, salades,
viandes cru, végétaux cru et patisseries respectivement. Les staphylococcus aureus ont été
responsable de la non-conformité dans 30.5% des échantillons. Les FMAT et les ASR ont été

responsables dans 2.35%.

11-1-3 Etude microbiologique des échantillons selon leur catégorie

300 échantillons ont été ont été étudiés pour leurs caractéristiques microbiologiques (flore
d’intérét hygiénique et de contamination fécale, flore pathogene et toxinogeéne). Le résumé des
résultats de ces analyses microbiologiques sont exposés dans le tableau 21 (moyennes de

dénombrement [min et le max]).
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11. 1.3.1 Flore d’intérét hygiénique et de contamination fécale
La charge de contamination la plus élevee a éeté celle de la Flore Mésophile Aérobie Totale avec
une moyenne de 7,84 10°UFC/g sur I’ensemble des échantillons. Elle atteint un maximum de

9x10°UFC/g, alors que la valeur minimale a été de 1’ordre de 0 UFC/g.

La contamination par les coliformes a été d’une charge moyenne des Coliformes Totaux de
I’ordre de 2,33 10°UFC/g oscillante entre un minimum de 0 UFC/g et un maximum de
8x10*UFC/g. De méme, la charge moyenne des Coliformes Fécaux a été de 1’ordre de 1,17

10°UFC/g variant entre 0 UFC/g en période froide et 8x10*UFC/g.

Les El étaient présents avec une valeur moyenne de 2,67 103 UFC/g avec des valeurs maximales
de 5,24x10* UFC/g et des valeurs minimales de 0 UFC/g.
11. 1.3.2 Flore pathogéne et toxinogéne

Le taux moyen des Staphylococcus aureus dans les échantillons analyses dans cette étude a été
de 1,68 10° UFC/g atteignant un maximum de 8,4x10* UFC/g alors qu’ils ont atteint 0 UFC/g
comme valeur minimale. Les Anaérobies Sulfito-Réducteurs ont été présent avec une moyenne
de 5 UFC/g alors que la valeur maximale a été de 200 UFC/g et la minimale a été de OUFC/qg.
pour les salmonelles et les Listeria monocytogenes ont été, en revanche, absents dans tous les

échantillons analysés dans cette étude.

I1. 1.3.3 Flore d’altération
Pour ce qui concerne la flore d’altération comprenant les levures et les moisissures, la globalité

des échantillons a été exempte.
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Tableau 21 : Charge des différents microorganismes étudiés dans les aliments (concentration moyenne et valeurs extrémes en UFC/qg)

Les moyennes de dénombrement (UFC/g)

FMAT CT CF El S. aureus ASR Lev et Listeria Salm
moi
Plat chaud 6,89 103 3,14 103 1,24 108 1,07 108 2,29 10° 6 0 abs
[0-6,80x10*] [0 —4,40x10%] [0-1,2x103] [0—4x104] [0 —4,20%x10%] [0-180] abs
salades 7,92 10° 310° 1,24 10° 1,07 103 2,2 102 7 0 abs abs
[0-107] [0 —8x10%] [0 — 8x10%] [0-3,3x104] [0—9,30x103] [0-60]
patisseries 8,03 103 3,36 103 1,29 108 8,83 102 2103 0 0 abs abs
[0 - 6x10%] [0 -5,80x107] [0 - 6x10%] [0 - 8,8x10%] [0 - 9x103]
Viande cru 7,99 103 NE 1,27 103 1,09 103 2,34 103 7 0 Listeria abs
[30 — 9x10°] [0-5,24x10*] [0-5,24x10%] [0 - 8,4x10%] [0 —200] ivanovii*
Végétaux cru 8,39 103 2,18 103 8,22 102 1,3103 6 0 Listeria abs
[40 - 10°] [0 - 5x10%] [0 —7,60%x10%] [0-1,6x10%] 1,56 103 [0 —100] ivanovii*
[0 - 6,60%x103]
Total 7,84 103 2.33 103, 1.17 103 2.67 103 1.68 103 5 0 Listeria abs
[0 — 9x10%] [0 — 8x10%] [0 —8x10%] [0 —5,24x10%] [0 — 8,4x10%] [0 —200] ivanovii*

* 1 Listeria ivanovii : a été isolé sur 1 seul échantillon ; FMAT : flore mésophile aérobie totale ; CT : coliformes totaux ; CF : coliformes fécaux ; El : Entérocoques

intestinaux ; S.aureus ; Staphylococcus aureus ; ASR : anaérobie sulphito-réducteurs ; lev et moi : levures et moisissures ; Salm : Salmonella ; NE : non énuméré
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11-1-4 Répartition saisonniere de la non-conformité bactériologique des échantillons
Les résultats de la variation saisonniére de la non-conformité des échantillons d’aliments

analysés sont résumés dans le tableau 22.

Tableau 22 : Répartition saisonniere de conformité bactériologique des échantillons selon la
catégorie d’aliments

Conformité selon les catégories d’aliments (%)

Conformité  Plats chauds Salades Viande cru Végétaux Patisseries

totale cru
Saison C NC C NC C NC C NC C NC C NC
Automne 66,7 33.3 100 - 41,7 583 429 571 444 556 80 20

Hiver 80,80 19.2 95 5 733 263 556 444 50 50 83,3 16,7

Printemps 70,8  29.2 90 10 438 56.2 375 625 41,7 583 100 -

Eté 634 366 833 167 182 818 46,7 533 25 75 70 30

C : conforme ; NC : non-conforme

Cette représentation permet d’évaluer la qualité microbiologique des différents aliments en
fonction de la saison. Ainsi, une irrégularité de la distribution saisonniére de la non-conformité
des échantillons d’aliments analysés est notée. En effet, le pourcentage de non-conformité
globale le plus élevé a été enregistré au cours de la saison estivale avec 36,6%. Par contre au

cours de la période hivernale, le pourcentage de non-conformité le plus faible a été de 19,2%.

11-1-5- Résultats de I’identification de la flore pathogene et toxinogene

I- 1-5-1 Résultats de I’identification des Escherichia coli isolés a partir d’aliments
E.coli est I’'un des principaux indicateurs de la contamination fécale. Durant cette étude,
I’analyse bactériologique des aliments a compris I’isolement des coliformes fécaux et

I’identification des E.coli.

L’identification a montré la présence des E.coli dans 14,33% des échantillons examinés (tableau

23). Les taux les plus élevés ont été isolés dans les viandes crues (34,88%) et les salades
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(34,88%) tandis que les taux les plus bas ont été obtenus dans les plats chauds (9,31%) et les
patisseries (4,66%).

Tableau 23 : Prévalence d'E. Coli selon les catégories d’aliments

Catégorie Nbr d’échantillons Echantillons positifs
Viandes cru 39 15(34,88)
Végetaux cru 33 7(16,27)
Plats chaud 150 4(9,31)
Salades 54 15(34,88)
Patisseries 24 2(4,66)
Total 300 43(14,33)

- 1-5-2 Résultats de I’identification des entérocoques intestinaux dans les

aliments

La présence globale d'entérocoques dans les échantillons d'aliments était d'environ 27,33%.

(N = 82/300 échantillons) et la prévalence variait selon le type d’échantillon : viandes crues
(66,67%), légumes crus (42,42%), salades (37,03%), patisseries (20,03%), plats chauds

(11,0%) (Tableau 24).
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Tableau 24 : Prévalence et distribution des especes des entérocoques dans les aliments

Nbr. (%) of Enterococcus. Spp species

Nbr Nbr. (%) des E.Faecalis E.feacium E.casseliflavus
d’échantillons Enterococcus
Viandes cru 39 26 (66,67) 5(19,23) 18(69,23) 3(11,54)
Plats chaud 150 17(11,33) 10(58,82) 5(29,41) 2(11,76)
Salades 54 20(37,03) 16(80) 3(15) 1(5)
Végétaux cru 33 14(42,42) 6(42,85) 4(28,57) 4(28,57)
Patisseries 24 5(20,83) 4(80) 1(20) 0
Total 300 82 (27,33) 41(50) 31(37,80) 10(12,20)

L’identification des entérocoques a démontré la présence de 3 espéces : E.faecalis et E.faecium
et E.casseliflavus avec des taux différents (tableau 24). Parmi les espéces d'Enterococcus
identifiées, E.faecalis et E. faecium étaient les plus fréguemment détectées (50% et 37,04%,
respectivement) et E.casseliflavus représente 12,20% des isolats. L'incidence de chaque espece
d'entérocoques variait selon le type d'échantillon. Les aliments d'origine animale (viandes crues
= poulet, beeuf et poisson) contenaient un taux importants des Enterococcus (66,67%)

principalement E. faecium avec une prévalence de 69,23%.
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I1- 1-5-3 Résultats d’identification des Staphylococcus dans les aliments

Dans cette etude, les Staphylocoques ont été isolés avec des fréquences variables dans différents
types d'échantillons. L’identification biochimique a permis de distinguer deux espéces des
Staphylococcus : les S. aureus et les Staph a coagulase négative. Le S.aureus a été détecté dans
17,33% des échantillons d'aliments (tableau 25). Cependant, la prévalence des SCN était de

23,33% et le taux le plus élevé a été noté dans les repas chauds (94,28%).

Tableau 25 : Prévalence et distribution des especes de Staphylococcus dans les aliments

Type d’aliments Nbr Echantillons positifs Prévalence de S.aureus Prévalence des SCN
d’échantillons Nbr(%o) Nbr(%0) Nbr(%o)
Viande cru 39 31 (82,05) 25 (80,64) 6 (19,36)
Végétaux cru 33 23 (69,69) 7 (30,43) 16 (69,56)
Plats chauds 150 35 (23,33) 2 (5,72) 33 (94,28)
salades 54 30 (55,55) 16 (53,33) 14 (46,66)
patisseries 24 3(12,5) 2 (66,66) 1(33,34)

I1- 1-6 Comparaison des résultats obtenus avant et apres formation et réaménagement
de la cuisine

Au total, 300 échantillons d'aliments ont été collectés et analysés (50% des échantillons dans la

premiére période et 50% dans la deuxieme période).

Dans la premiére période de I'étude, sur les 150 échantillons collectés, les bactéries les plus
fréquemment isolées ont été les coliformes fécaux (55,59%; n = 84/150) suivis de la flore
mésophile aérobie totale (AMF) qui a été détectee dans 30,48% (n = 45/150) des prélévements.
Les coliformes totaux, Staphylococcus aureus, bactéries anaérobies sulfiteux-réductrices et
Listeria spp ont éte isolés a partir de 8,23% (n = 12/150), 2,35% (n = 4/150), 2,35% (n = 4/150)
et 1 % (n = 2/150) des échantillons respectivement. Au cours de la deuxieme période, I'analyse
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microbiologique de 150 échantillons collectés montre une diminution des taux de détection des
espéces bactériennes comme indiqué sur la figure 12. 1l est a noter que Listeria monocytogenes

et Salmonella spp n’ont été détecté dans aucun échantillon analysé dans les deux périodes.

60

BN P

40 P2

20

0- l = = =

CF FMAT CT S aureus ASR Listeria spp

Fréquence d'isolement %

Figure 13 : Incidence des bactéries isolées avant et aprés intervention
CF : coliformes fécaux ; AMF : la flore mésophile aérobie totale ; CT : coliformes totaux ; S.aureus :

Staphylococcus aureus ; ASR : anaérobies sulfito- réducteurs ;

Lors de la premiére période, les profils microbiologiques de chaque catégorie d'aliments ont
montré que le nombre de la flore aérobie mésophile, de Staphylococcus aureus et de bactéries
anaérobies sulfito-réductrices atteignait un maximum de 9 x 10° UFC/g, de 8,4 x 10* UFC/g et
200 UFC / g respectivement. Ces taux ont été obtenus a partir de la viande crue. Cependant, le
nombre de coliformes fécaux a atteint un maximum de 8 x 10* UFC/g enregistré dans la
catégorie des salades. Alors que, Listeria spp n'a été détectée que dans certains échantillons de

salades et de légumes crus (tableau 26).
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Tableau 26 : Le maximum et le minimum du denombrement de bactéries détecté avant et apres
le programme de formation et I’aménagement de la cuisine

P1: préformation; P2 : post-formation ; NE: non dénombré; ND : non-détecté D: détecté; FMAT : la flore mésophile

Bactéries
Période Plats chauds Salades Végeétaux crus Viandes crus Patisseries
d’échantillonnag [Min — Max] [Min — Max] [Min — Max] [Min — Max] [Min — Max]
e UFCl/g UFCl/g UFClg UFCl/g UFCl/g
FMAT P1 [0- 6.80x10%] [0-10°] [40 - 10°] [30 — 9x10°] [0 - 6x10%]
P2 [0- 9.60x102] [0 - 104 [30 -6.3x10%] [30 — 8x10%] [0 -2.36x10?]
CF P1 [0-1.20 x103] [0 — 8x10%] [0 - 7.60x10%] [0 —5.24x10%] [0 - 6x10%]
P2 [0 -2.20x107] [0-2.33x10%] [0 —3.80%x107] [0 —3x10%] [0-107
CT P1 [0—4.40%107] [0 - 8x10%] [0-5%107] NE [0 -5.80x107]
P2 [0 — 4x107] [0 - 8x102] [0 —2.8x109] NE [0-90]
S.a P1 [0 —4.20x10%] [0-9.30x107] [0 -6.60%x107] [0 —8.4x10%] [0-9%x109]
P2 [0-8.20x107] [0 - 3.23x102] [0 — 6.60x102] [0 — 6.3x107] [0-10?]
ASR P1 [0 —180] [0—60] [0—100] [0 — 200] 0
P2 0 0 [0-60] [0-100] 0
Listeria spp P1 ND D D ND ND
P2 ND ND ND ND ND
Salmonella P1 ND ND ND ND ND
spp
P2 ND ND ND ND ND

aérobie totale CF: coliformes fécaux; CT: coliformes totaux; S.a : Staphylococcus aureus ; ASR : bactéries sulfito

réductrices, Min : Minimum, Max : Maximum

Durant la deuxieme période de 1’étude, le taux de tous les germes a diminué¢ comme indiqué

dans le tableau 26. En fait, les valeurs maximales enregistrées pour FMAT, les coliformes

fécaux, Staphylococcus aureus et les bactéries anaérobies sulfito réductrices sont de 9,6 102

UFC/g, 2,33 x 108 UFC/g, 6,3 x 108 UFC/g et 100 UFC/g respectivement. De plus, Listeria spp

n'a été détectée dans aucun échantillon (tableau 26).

La quantification des bactéries montre que la non-conformité microbiologique de certains

aliments a été notée dans 30,7% d’échantillons dans la premicre période vs 17,33%

d’échantillons durant la seconde période (tableau 26).
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11-2 Evaluation de la qualité hygiénique des surfaces et équipements

11-2-1 Dénombrement des bacteéries isolées a partir des surfaces et des
équipements
Le prélevement des échantillons a été realisé sur un nombre de 238 notamment des surfaces
(N=140) et des équipements (N=98). L'analyse bactéeriologique des échantillons montre que le
taux moyen de bactéries varie d'un échantillon a l'autre allant d’une valeur maximale de
3,94log10 UFC/cm? a une valeur minimale de 1,56log10UFC /cm2 pour les FMAT, de
1,071og10UFC/cm? a 3,8710g10UFC/cm? pour Staphylococcus aureus de 0 a 5,191o0g10UFC /

cm? pour les Enterobacteriaceae (tableau 27).

En fait, le nombre le plus élevé des FMAT, des Enterobacteriaceae et Staphylococcus aureus
a été détecté dans les plans de travail des viandes crues avec une moyenne de 3,94logl10

UFC/cm?, 5,1910g10 UFC / cm? et 3,37 1og10UFC / cm? respectivement.

De plus, les niveaux les plus bas ont été obtenus dans les équipements notamment les machines
a pétrir avec une moyenne de 1,56 log10UFC / cm? pour la FMAT, 1,071og10UFC / cm?2 pour

le Staphylococcus aureus alors que les Enterobacteriaceae ne sont pas détectés.
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Tableau 27 : Les moyennes de dénombrement des bactéries isolées a partir des surfaces

Moyennes de micro-organismes (logi0UFC/cm2+SD)

Préléevements FMAT Staphylococcus aureus Enterobacteriaceae
Hachoir a viande 2.58+0.96 3.17+3.18 4.71+4.83
Couteaux 3.10+2.33 3.17+3.18 4.71+4.83
Balance 2.46+0.60 3.0243.20 3.66+3.04
Lave Main 3.06+1.84 3.7622.20 2.64+1.40
Récipients 2.55+0.98 3.08+2.99 2.74+2.93
Machine a pétrir 1.56+0.22 1.07+1.07 0
Plan de travail pour pé_tisseries 2.33+1.67 2.21+2.19 2.01+£2.04
Plan de dressage des plats 2.66+2.04 2.77+2.89 2.79+2.94
Plan de travail des viandes crus 3.94+0.12 3.87+3.60 5.19+5.26
Plan de travail des végétaux crus 2.33+1.67 3.30+3.51 4.92+5.10
1.60+0.40 2.06+1.20 1.79+0.30

Récipients de préparation des salades

11-2-2 Identifications des isolats obtenus a partir des surfaces et

équipements

L'identification bactérienne montre que chaque échantillon a été contaminé par plus d’un micro-

organisme. Les bactéries isolées étaient S.aureus, les staphylocoques a coagulase négative, Escherichia

coli, Serratia marcescens, Serratia odorifera, Raoultela ornithiaolytica et Pseudomonas aeroguinosa.

La prévalence de chaque espece est différente d'une surface a l'autre. S.aureus et Staphylocoque

a coagulase négative ont été principalement isolés a partir de la surface des planches a découper

avec une fréquence de 50%(N=69/138) et 83,31%(N=115/138) respectivement. De plus, la

présence d'E.coli était élevé sur les plans de travail des viandes crues avec un pourcentage de
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90,50% (N=125/138). En outre, le taux le plus élevé de Pseudomonas aeruginosa été trouve
sur les balances (62,50%). Cependant, Listeria monocytogenes et Salmonella spp n'ont été
détectées sur aucune surface ou équipement (tableau 28).

Tableau 28 : Prévalence des espéces bactériennes isolées dans chaque surface

N (%)
S.aureus SCN E.coli Serratia Serratia Raoultela P.aeroguinosa Salmonella  L.monocytogen
marcescens  odorifera  ornithiaolytica es
Hachoir a viande 10 (38.46) 5 7 0 3 - - -
N= 26 (19.23) (26.97) (11.53)
couteaux 3 0 0 0 0 1 - -
N=10 (30) (10)
Balance 0 4 10 2 0 0 10 -
N=16 (25) (62.5) (12.5) (62.50)
Lave mains 7 20 15 5 0 0 - -
N=20 (35) (100) (75) (25)
Recipients 3 2 2 3 0 0 - -
N=16 (12.5) (12.5) (18.75)
Machine a petrir 1 3 0 0 0 0 - -
N=8 (12.5) (37.5)
Plan de travail pour 7 12 10 0 0 5 - -
patisseries (26.92) (46.15) (38.46) (19.23)
N=26
Plan de dressage des plats 3 10 5 2 0 0 - -
N=26 (11.53) (38.46) (19.23) (7.69)
Plan de travail des viandes 20 36 40 9 5 10 30 (68.18) -
crus (45.45) (81.81) (90.90) (20.45) (11.36) (22.72)
N=44
Plan de travail des végétaux 12 20 20 6 2 4 - -
crus (50) (83.33) (83.33) (25) (8.33) (16.66)
N=24
Récipients de préparation des 5 13 8 0 0 0 - -
salades (22.72) (59.09) (36.36)
N=22

11-3- Evaluation hygiénique du manuportage et naso-portage chez les manipulateurs
d’aliments

Lors de cette ¢tude, 35 manipulateurs se sont portés volontaires et ont bénéfici¢ d’un
prélevement au niveau des mains et au niveau nasal. Pour les mains, 20 manipulateurs ont
accepté de faire le prélevement et pour le préléevement nasal seul 15 personnes y ont donné leur

autorisation.
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Il -3-1 Manuportage

11-3-1-1 Niveau de contamination
Sur les 40 prélévements analysés, 37 ont présenté des germes (92.5 %), alors que 3

prélevements ont été exempts.

11-3-1-2 Identification des bactéries isolées
L’¢évaluation de la contamination des mains a porté essentiellement sur les bactéries d’origine
fécale : coliformes fécaux et sur les indicateurs du niveau d’hygiene : Staphylococcus spp.
Sur les 40 échantillons prélevés, 18 (45%) ont révélé la présence d’E.coli, 4 (10%) ont
présentaient Staphylococcus aureus et 20 (50%) étaient des staphylococcus a coagulase

négative.

SCN

E.coli

Bacteries

Staphylococcus aureus

0 20 40 60

Pourcentage%

Figure 14 : Distribution des bactéries isolées au niveau des mains

11-3-2 Portage nasal

Lécouvillonnage nasal a été réalisé pour détecter les Staphylococcus spp. La fréquence
d’isolement de ce dernier était de 83,33% avec une prédominance de Staphylococcus a

coagulase négative (66,67% des cas positives) vs 33,33% de S.aureus.

11-4 Sérotypage moléculaire des E.coli isolés a partir des différents préléevements

La recherche du géne flicH7 codant pour I’antigeéne flagellaire H7 et une partie des
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régions rfb codant pour la biosynthése de I'antigéne somatique O157 associés aux
ECEH a été réalisée sur la collection de 119 isolats d’Escherichia coli obtenus a partir
de 3 types de prélévements ; aliments, surfaces et personnel. Le typage moléculaire a
étée réalisé par PCR en utilisant des amorces spécifiques a chaque géne recherché.
L’amplification de la région délimitée par les amorces de flicH7 donne un produit de
625 pb tandis que I’amplification avec les amorces délimitant une région de O157 est
donne un produit de 259 pb. L’examen des produits de PCR obtenus aprés
électrophorése sur gel d’agarose a permis I’identification de 14 souches d’E.coli
porteuses de I’antigene flagellaire H7, soit une prévalence de 48%(tableau29)
Cependant, aucune amplification n’a été obtenue avec les amorces rfbO157 montrant

I’absence du sérotype O157 (figure 14).

Tableau 29 : Résultats du Sérotypage moléculaire des E.coli isolées

N (%)
Echantillons flicH7 rfb0157
Aliments (n= 300) 9(3)
Surfaces (n=208) 3 (1.25) ND
Manuportage (n=40)
2(5)
Total 14(2.41%)

ND : non détecté

Ainsi, Escherichia coli entérohémorragique type O157 :H7 n’a été détectée dans aucun

des prélévements testés.
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600 pb 625 pb

100 pb

Figure 15 : Image d’un gel d’agarose a 2% montrant les résultats de ’amplification génique.

M : Marqueur de taille de100 pb ; Puits 1, 2,3 : Produit d’amplification du géne flicH7 ; Puit

4 : témoin positif ; Puit 5 : Témoin négatif (Mixte +eau distillée)
I11-  Etude de la résistance des bactéries isolées aux antibiotiques

L’évaluation de la résistance des bactéries isolées a été réalisée pour tous les isolats obtenus a
partir des 3 matrices : aliments, surfaces et manipulateurs d’aliments. Toutes les souches
bactériennes ont été testées suivant les recommandations du comité de 1’antibiogramme de la

société francaise (EUCAST, 2019).

111-1 Résistances des Staphylococcus spp

Dans notre étude, S.aureus et CoNs ont été isolés avec des fréquences variables dans

différents types d'échantillons.
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I11-1-1 Staphylococcus aureus

La résistance aux antibiotiques des 148 isolats de S.aureus a été testée et les résultats obtenus
sont rapportés dans le tableau 30. En fait, 100% des isolats de S.aureus étaient résistants a
I'oxacilline et a la pénicilline G. La majorité des isolats obtenus a partir d'échantillons
alimentaires étaient résistantes a la céfoxitine (92,36%) et a ’acide fusidique (74,36%), alors
gue moins de la moitié étaient résistants a la tobramycine (44,7%), a la ciprofloxacine (33,94%),
a l'ofloxacine (8,96%), a la gentamycine (2,84%) et au triméthoprime-sulfaméthoxazole
(2,84%). Tous les S.aureus isolés a partir des surfaces et des ustensiles étaient résistants a l'acide
fusidique, alors que leur majorité était résistante au triméthoprime-sulfaméthoxazole, a la
tobramycine et a la céfoxitine avec des taux de 92,58%, 64,51%, 52,87% respectivement.
Cependant, ces isolats étaient plus sensibles a I'ofloxacine (38,61%) et a la norfloxacine

(13,86%).

Les isolats obtenus a partir d’échantillons biologiques humains présentaient le taux de
résistance le plus elevé. Tous les S.aureus obtenus a partir des voies nasales étaient résistants a
I'acide fusidique, au triméthoprime-sulfaméthoxazole et a la norfloxacine. Leur majorité
présentait aussi une résistance a I'ofloxacine (80%), a la tobramycine (60%), a la ciprofloxacine
(50%) et a la céfoxitine (50%) alors que 30% présentait une résistance a la gentamycine. Le
S.aureus détecté dans les mains du personnel était dans 100% des cas résistant a l'acide
fusidique et au triméthoprime-sulfaméthoxazole, associé a une résistance a I'ofloxacine, a la

norfloxacine et a la tobramycine dans 90%, 90% et 70% des cas respectivement.
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Surfaces

Personne

Tableau 30 : Prévalence de la résistance de S.aureus vis-a-vis des différents antibiotiques

Résultats

Prévalence de la résistance N (%) N(%)
N OXA Fox P CN TOB Nor CIP OFX SXT FA MecA
Viandes cru 25 25 (100) 17 (68.0) 25 (100) 2(8) 9 (36) 0 13 (52) 4 (16) 2(8) 22 (88) 2(8)
Légumes cru 7 7 (100) 7 (100) 7 (100) 0 3(37.5) 0 4(61.5) 1(10) 0 6 (90.0) 1(14.28)
Plats chauds 2 2 (100) 2 (100) 2 (100) 0 2 (100) 0 0 0 0 2 (100) 2 (100)
Salades 16 16 (100) 15 (93.8) 16 (100) 1(6.2) 8 (50) 0 9 (56.2) 3(18.8) 1(6.2) 15 (93.8)
patisseries 2 2 (100) 2 (100) 2 (100) 0 0 0 0 0 0 0
Total 52 52 (100) 43 (92.36) 52 (100) 3(2.84) 22 (44.7) 0 26 (33.94) 8(8.96) 3(2.84) 45 (74.36) 4(7.69)
Hachoire de viandes 12 12 (100) 11 (91.7) 12 (100) 0 4(33.3) 0 4(33.3) 7 (58.3) 12 (100)
couteaux 4 4 (100) 3(75) 100 2 (50) 3(75) 0 1 (25) 2(50) 4 (100) 4 (100)
Balance 8 8 (100) 6 (75) 8 (100) 2 (25) 6 (75) 3(37.5) 2 (25) 3(37.5) 6 (75) 8 (100)
Lave mains 14 14 (100) 12 (83.3) 14 (100) 14 (100) 4(33.3) 2 (16.7) 4(33.3) 7 (50) 14 (100) 14 (100)
Récipient 4 4 (100) 0 4 (100) 1(25.0) 4 (100) 1(25) 1(25) 1(25) 4 (100) 4 (100)
Plan de travail pour patisseries - - -
Plan de dressage des plats 12 12 (100) 0 12 (100) 4(36.3) 3(30.3) 0 0 4 (36) 12 (100) 12 (100)
Plan de découpage des viandes 18 18 (100) 11 (60.8) 18 (100) 7(38.3) 14 (78.8) 0 0 6 (33) 18 (100) 18 (100)
Plan de découpage des végétaux 8 8 (100) 7 (90.09) 8 (100) 6 (78.50) 7 (90.09) 4 (45.6) 2 (22.6) 5 (60.65) 8 (100) 8 (100)
Total 80 80 (100) 50 (52.87) 80 (100) 36 (45) 45 (64.51) 10 (12.86) 10 (12.86) 32 (40) 73(92) 80 (100) 0
Portage nasal 12 12 (100) 6 (50) 12 (100) 4 (30) 7 (60) 12 (100) 6 (50) 10 (83.3) 12 (100) 12 (100) 4 (33.33)
Portage des mains 4 4 (100) 1(25) 4 (100) 1(25) 3(75) 3(75) 1 (25) 3(75) 4 (100) 4 (100) 3(75)
Total 16 16 7 16 5 10 15 7 13 16 16 7

OXA: Oxacilline; Fox: Cefoxitine; P:PenicillinG; CN: Gentamicine; TOB: Tobramycine; Nor: Norfloxacine; CIP: Ciprofloxacine; OFX: Ofloxacine; SXT: Trimethoprim-
sulfamethoxazole; FA: Acid Fusidic
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I11-1-2 Staphylococcus a coagulase négative

La résistance aux antibiotiques des 205 isolats de SCN a été testée et les résultats obtenus sont
rapportés dans le tableau 31. Tous les SCN isolés étaient résistants a lI'oxacilline et a la
pénicilline. Le taux des isolats obtenus a partir d'échantillons alimentaires présentant une
résistance a l'acide fusidique, a la céfoxitine, a la tobramycine et a la ciprofloxacine était de
88,14%, 74,28%, 49,74% et 42,05% respectivement. Le taux de résistance aux autres
antibiotiques était plus faible : 19,7% pour l'ofloxacine (7,3% pour le triméthoprime-

sulfaméthoxazole, 6,7% pour la gentamycine et 0% pour la norfloxacine).

Les SCN isolés des surfaces étaient tous résistant au triméthoprime-sulfaméthoxazole (100%)
et présentaient dans leur majorité une résistance a I'ofloxacine (90,1%) et a la tobramycine
(53,97%). Cependant, moins de leur moitié présentait une résistance a la norfloxacine (48,43%),

a la céfoxitine (33,57%) et a la ciprofloxacine (21,24%).

La prévalence de la résistance des SCN isolés dans les échantillons nasaux était élevee vis-a-
vis du triméthoprime-sulfaméthoxazole (100%), de l'ofloxacine (100%), de la tobramycine
(86,7%), de la norfloxacine (80%), de la ciprofloxacine (66,7) et de la gentamycine (60%) alors
que la résistance a la céfoxitine a été détectée dans 40% des échantillons. De plus, les isolats
obtenus a partir des mains ont montré les taux de résistance les plus élevés contre le
triméthoprime-sulfaméthoxazole (100%), l'ofloxacine (95%), la tobramycine (95%), la
norfloxacine (85%), la ciprofloxacine (66,7) et la gentamycine (50%) tandis que les taux les

plus faibles ont été observés contre la ciprofloxacine (35%) et la céfoxitine (15%).
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Tableau 31 : Prévalence de la résistance vis-a-vis les différents antibiotiques pour les SCN

Prevalence des résistance N (%0)

Aliments

surfaces

personn

el

N OXA Fox P CN TOB Nor CIP OFX SXT FA MecA

Viandes cru 6 6 (100) 5 (83.3) 6 (100) 1(16.7) 6 (100) 0 4(66.7) 2 (33.3) 1(16.7) 6 (100) 1 (16.66)
Légumes cru 16 16 (100) 16 (100) 1 6(100) 1(7.7) 10 (62.5) 0 6 (40.0) 5 (30.8) 1(7.7) 13 (84.6)
Plats chauds 33 33(100) 26 (78.8) 33 (100) 2(6.1) 19 (57.6) 0 20 (60.6) 9 (27.3) 4(12.1) 31(93.9) 2 (6.06)
Salades 14 14 (100) 11 (78.6) 14 (100) 0 4(28.6) 0 6 (42.9) 1(7.1) 0 13 (92.9) 1(7.14)
patisseries 1 1 (100) 1 (100) 1 (100) 0 0 0 0 0 0 0

Total 70 70 (100) 59 (88.14) 70 (100) 4(6.7) 39 (49.74) 0 36 (42.05) 17 (19.7) 6(7.3) 63 (74.28) 4 (5.71%)
Hachoire de viandes 12 12 (100) 1(7) 12 (100) 7 (58.3) 9 (75.0) 7 (58.3) 6 (50.0) 11 (91.7) 12 (100) 12 (100) 2 (16.66)
couteaux 2 2 (100) 0 2 (100) 0 2 (100) 1 (50.0) 0 1 (50.0) 2 (100) 2 (100)
Balance 8 8 (100) 5 (62.5) 8 (100) 6 (75.0) 7(87.5) 6 (75.0) 4 (50) 8 (100) 8 (100) 8 (100)
Lave mains 2 2 (100) 2 (100) 2 (100) 2 (100) 1 (50) 1 (50) 1 (50) 2 (100) 2 (100) 2 (100)
Récipient 22 22 (100) 1(4.5) 22 (100) 7 (31.8) 14 (63.6) 7(31.8) 3(13.6) 20 (90.9) 22 (100) 22 (100)
Plan de travail pour patisseries 6 6 (100) 0 6 (100) 1(19.5) 1(19.5) 2 (40.2) 1(19.5) 4(78.3) 6 (100) 6 (100)
Plan de dressage des plats 12 12 (100) 1(10.5) 12 (100) 2(20.3) 1(10.5) 8 (66.3) 0 12 (100) 12 (100) 12 (100)
Plan de découpage des viandes 20 20 (100) 5(33.3) 20 (100) 5(33.3) 0 11 (52.0) 0 20 (100) 20 (100) 20 (100)
Plan de découpage des végétaux 16 16 (100) 13 (91.3) 16 (100) 10 (66.6) 12 (78.9) 2 (12.3) 3(15.3) 16 (100) 16 (100) 16 (100)

Total 100 100(100) 28 (33.57) 100 (100) 40 (45.01) 47(53.97)  45(48.43) 20 (21.24) 94 (90.1) 100 (100) 100(100) 2(2)
Portage nasal 15 15 (100) 6 (40.0) 15 (100) 9 (60.0) 13 (86.7) 15 (80) 10 (66.7) 15 (100) 15 (100) 15 (100) 3(20)
Portage des mains 20 20 (100) 3 (15.0) 20 (100) 10 (50) 19 (95) 17 (85) 7(3) 19 (95) 20 (100) 20 (100) 3 (15)

Total 35 35 (100) 8 (27.5) 35 (100) 19 (55) 32(90.85)  32(825)  17(34.85) 34 (97.5) 35 (100) 35 (100) 6 (17.5)

OXA: Oxacilline; Fox: Cefoxitine; P:PenicillinG; CN: Gentamicine; TOB: Tobramycine; Nor: Norfloxacine; CIP: Ciprofloxacine; OFX: Ofloxacine; SXT: Trimethoprim-

sulfamethoxazole; FA: Acid Fusidic
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111-1-3 Détection du gene de résistance a la méthicilline (mecA)

Le statut du gene mecA codant pour la protéine de liaison a la pénicilline 2a (PBP2a), qui est
responsable de la résistance a la méthicilline et d'autres béta-lactames, a été étudié. La détection
du géne mecA a été réalisée sur les 100 isolats de Staphylococcus aureus et 95 isolats de SCN
montrant une résistance a la céfoxitine (Figure 16). Les résultats obtenus sont rapportés sur les
tableaux 30 et 31 . Dans les échantillons d’origine alimentaire, le géne mecA a été détecté dans
5,71% (4/70) et 7,69% (4/52) des isolats de S.aureus et CoNs respectivement. Seul 2% (2/100)
des S.aureus isolés des surfaces en contact avec les aliments et des ustensiles contenait du mecA
alors qu’aucun isolat de CoNs ne présentait le mecA. Cependant, ce géne a été detecté dans
33,33% (4/12) des S.aureus et 20% (3/15) ses CoNs obtenus a partir des prélévements nasaux.
Les isolats de S.aureus et CoNs obtenus des mains des manipulateurs d'aliments étaient mecA

positifs dans 75% (3/4) et 15% (3/20) des cas respectivement.

- -
-
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Figure 16 : Image d’un gel d’agarose a 1.5% montrant les résultats de ’amplification du géne
mecA.

M : Marqueur de taille de100 pb ; Puits 1 : témoin positif ; Puits : 2, 3, 4, 5 et 6: Produit
d’amplification du gene mecA ; Puit 7: Témoin négatif
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111-1-4 Profils de résistance des Staphylococcus

Les 145 isolats de S.aureus et 205 isolats de SCN présentaient une résistance a la plupart des
antibiotiques testés. Un total de 35 profils de multirésistance ont été déterminés et les différents
profils sont représentés dans le tableau 32. Pour les isolats obtenus a partir des aliments, 17
profils ont été déterminés avec une prédominance du profil 5, tandis que les isolats obtenus a
partir des surfaces peuvent étre subdivisés en 18 profils avec une prédominance du profil 32.
En outre, 8 profils ont été déterminés pour les isolats obtenus a partir des mains du personnel

et 12 profils pour les isolats obtenus a partir des échantillons nasaux.
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Tableau 32 : Profils de résistance aux antibiotiques des Staphylococcus

Résultats

o N (%)
Aliments surfaces Mains Nasal

Profile CoNS S.aureus S.aureus SCN S.aureus  SCN S.aureus SCN
1 P.FD.OXA 10 (14.28) 2(3.84) - - - - - -
2 P.CIP.OXA - 1(1.92) - - - - - -
3 P.CIP.FD.OXA 1(1.42) - - - - - - -
4 P.CIP.OXA.FOX - 10(19.23) 1(1.25) - - - - -
5  P.FD.OXAFOX 12 (17.14) 13 (25) 4 (5) - - - - -
6  P.CIP.FD.FOX 1(1.42) - - - - - - R
7 P.FD.OXAFOX 4 (5.71) - - - - - - R
8  P.OFX.FD.OXA - 1(1.92) 4 (5) - - - - R
9  TOB.P.FD.OXA - 1(1.92) - - - - - -
10 TOB.NOR.P.OFX - - - 1(1) - - - -
11  P.CIP.FD.OXAFOX 9 (12.85) 4(7.69) 8(10) - - - - R
12 P.OFX.CIP.FD.OXA - 1(1.92) 5(6.25) - - - - R
13 P.STX.FD.OXA.FOX - - 4(5) - - - - -
14 TOB.P.CIP.FD.OXA - 4 (7.69) - - - - - -
15 P.OFX.STX.CIP.OXA - - - 2(2) - - - R
16  P.OFX.STX.FD.OXA - - - 6 (6) - - - -
17 P.OFX.STX.FD.OXA.FOX - - 5(6.25) 4 (4) - - - R
18  P.CN.FD. OXA. FOX - 1(1.92) - - - - - R
19 TOB.P.FD. OXAFOX 10 (14.28) 4(7.69) 2(2.5) 2(2) - - - -
20 TOB.P.STX.FD.OXA - - 4(5) 10 (10) - - - R
21 TOB.OFX.P.FD.OXA.FOX 4 (5.71) 4(7.69) - - - - - 1(6.66)
22 TOB.P.STX.FD.OXA.FOX - - 10(12.5) - - 2(10) - 1(6.66)
23 P.STX.CIP.FD.OXA.FOX 10 (14.28) 3(5.76) - 1(1) - - - R
24 TOB.P.CIP.FD.OXA.FOX - - 3(3.75) 7(7) - 2(10) - 1(6.66)
25 TOB.P.CIP.OXA.FOX.FD 1(1.42) - 1(1.25) 5 (5) - 1 - 1(6.66)
26  TOB.P.OFX.CIP.FD.OXA - - 1(1.25) - - - 2(16.66) R
27 NOR.P.OFX.STX.FD.OXA - - - - - - 2(16.66) 1(6.66)
28 TOB.NOR.P.OFX.STX.FD.OXA 5 (7.14) - - - - 4 (20) 1(8.33) 1(6.66)
29 TOB.P.OFX.CIP.FD.OXA.FOX 1(1.42) - - 1(1) - 5 (25) 1(8.33) -
30 TOB.NOR.P.OFX.STX.CIP.FD.OXA - - - - 2 (50) - - 4(26.66)
31  TOB.P.OFX.STX.CIP.FD.OXA.FOX - - 6(7.5) 1(1) - 1(5) 2(16.66) R
32 TOB.P.OFX.CN.STX.CIP.FD.OXA.FOX 2 3(5.76) - 2(2) - 4 (20) 2(16.66) 1(6.66)
33 TOB.NOR.P.OFX.CN.STX.FD.OXA.FOX - - - 28 (28) 2 (50) - - 1(6.66)
34 TOB.NOR.P.OFX.CN.STX.CIP.FD.OXA.FOX - - 8(10) 30 (30) 1(5) - 2(13.4)
35  NOR.P.OFX.STX.FD.OXA.FOX - - 10(12.5) - - - 1(8.33) 1(6.66)
36 NOR.P.OFX.CIP.STX.FD.OXA.FOX - - 4(5) - - - 1(8.33) -

Total 70 (100) 52(100)  80(100)  100(100)  4(100) 20(100) 12(100)  15(100)

S.aureus : Staphylococcus aureus ; CoNs : Staphylococcus & Coagulase negative; OXA: Oxacilline; Fox: Cefoxitine;
P:PenicillinG; CN: Gentamicine; TOB: Tobramycine; Nor: Norfloxacine; CIP: Ciprofloxacine; OFX: Ofloxacine; SXT:
Trimethoprim-sulfamethoxazole; FA: Acid Fusidic
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I11-2- Résistance des Enterococcus spp.

Dans le présent travail, les profils de résistance aux antibiotiques des 82 Entérocoques isolés
ont été déterminés en suivant les recommandations (EUCAST, 2019) (tableau 33). Les trois
espéces isolées (E. feacalis, E. feacium et E. casseliflavus) étaient dans 100% des cas résistantes
au Triméthoprime / Sulfaméthoxazole (SXT) et 51,21% ((42/82) des isolats de E.Faecalis
présentaient une résistance a la tétracycline, 41,46% ((34/41) étaient résistants a la
vancomycine et 53,65% a l'érythromycine. De plus, 70,96% d’E.Feacium étaient résistants a la
tétracycline, 58,06% a I'ampicilline et 51,56% a I'érythromycine, tandis que des taux élevés
d’E.casseliflavus isolés présentaient une résistance a la tétracycline (70%), la vancomycine

(70%) et la kanamycine (53,65 %).
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Tableau 33 : Prévalence de la résistance aux antibiotiques chez les entérocoques isolés

Prévalence de la résistance (%)

Résultats

Enterococcus spp E. feacalis E. feacium E. casseliflavus
R S R S R S R S
Antibiotiques
TE 78 22 51.21 48.79 70.96 29.04 70.0 30.0
VAN 51.21 48.8 41.46 58.54 38.70 61.3 70.0 30.0
AMP 56.1 43.9 21.95 78.05 58.06 41.94 30.0 70.0
IMP 30.5 69.5 29.26 70.74 25.81 74.19 30.0 70.0
SXT 100 0 100 0 100 0 100 0
KAN 37.8 62.2 48.78 51.22 16.12 83.88 60.0 40.0
ERY 51.2 48.8 53.65 46.35 51.61 48.39 40.0 60.0
LEV 25.6 74.4 26.82 73.18 25.80 74.20 20.0 80.0

Levofloxacine ; IMP : Imepineme ; KAN : Kanamycine ; ERY : Erythromycine

et une multirésistance a « TE, VAN, AMP, SXT, ERY » (N =6/82 ; 7,3%).

Amp : Ampicilline ; TE : Tetracycline ; SXT : Trimethoprim/sulfametaxole ; VAN : Vancomycine ; Lev :

Tableau 34 : Profiles de résistance aux antibiotiques des Entérocoques

Ainsi, la plupart des isolats d’Enterococcus ont montré une résistance au moins a un
antibiotique. Au total, 46 profils de multirésistance ont été déterminés indépendamment de
I'espéce. Les profils déterminés sont présentés dans le tableau 34. Les profils les plus

préedominants étaient ceux présentant une multirésistance a «TE, AMP, SXT» (N =6/82 ; 7,3%)

Enterococcus spp E.Faecalis E.feacium E.casseliflavus
N=82 N=41 N=31 N=10

Profils de résistance N (%)

1 AMP, SXT 3(3,7) 1 2

2 AMP, SXT, ERY, LEV 2(2,4) 1 1

3 AMP, SXT, KAN 1(1,2) - -

4 IMP, SXT, ERY 11,2

5 IMP, SXT, ERY, LEV 1(1,2)

6 SXT 1(1,2) -

7 SXT, ERY 2(2,4) - 1 1

8 SXT, KAN 1(1,2) 1 -

9 TE, AMP, SXT 6(7,3) 3 3

10 TE, AMP, SXT, ERY 3(3.7) 2 1

11 TE, AMP, SXT, KAN 5(6.1) 2 3

12 TE, AMP, SXT, KAN, LEV 1(1,2) 1 - -

13 TE, IMP, SXT 2(2,4) - 1 1
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14 TE, IMP, SXT, ERY 3(3.7) 2 B
15 TE, IMP, SXT, ERY, LEV 1(1,2) 1 -
16 TE, IMP, SXT, KAN 2(2,4) 1 1
17 TE, IMP, SXT, KAN, ERY 1(1,2) 1 -
18 TE, SXT 1(1,2) 1 -
19 TE, SXT, ERY 2(2,4) B -
20 TE, SXT, KAN 1(1,2) 1 -
21 TE, SXT, KAN, LEV 1(1,2) 1 -
22 TE, VAN, AMP, IMP, SXT, ERY 2(2,4) B 1
23 TE, VAN, AMP, IMP, SXT, Kan, ERY 4(4,9) 2 1
24 TE,VAN, AMP, IMP, SXT, KAN, ERY, LEV 1(1,2) 1 -
25 TE,VAN,AMP, IMP, SXT,KAN,ERY,LEV 1(1,2) - 1
26 TE, VAN, AMP, SXT 2(2,4) 1 1
27 TE, VAN, AMP, SXT, ERY 1(1.2) - -
28 TE, VAN, AMP, SXT, ERY 6(7,3) 4 -
29 TE,VAN,AMP,SXT,ERY,LEV 1(1,2) 1 -
30 TE,VAN,AMP,SXT,KAN,ERY 2(2,4) 1 1
31 TE,VAN,AMP,SXT,KAN,ERY, LEV 1(1,2) - -
32 TE, VAN, AMP, SXT, LEV 1(1,2) B -
33 TE, VAN, IMP, SXT, ERY 2(2,4) 1

34 TE,VAN,IMP,SXT,ERY,LEV 1(1,2) 1 -
35 TE,VAN,IMP,SXT,KAN,ERY 1(1,2) 1 -
36 TE,VAN,IMP,SXT,KAN,ERY,LEV 1(1,2) 1 -
37 TE, VAN, SXT 3(37) 2 1
38 TE, VAN, SXT, ERY 2(2,4) 1 -
39 TE,VAN,SXT,ERY,LEV 1(1,2) -

40 TE,VAN,SXT,KAN,ERY 1(1,2) 1 -
41 TE,VAN,SXT,KAN,ERY,LEV 1(1,2) 1 -
42 VAN,AMP,SXT 2(2,4) - 1
43 VAN,AMP,SXT,KAN,LEV 1(1,2) 1 -
44 VAN, SXT 1(1,2) 1 -
45 VAN, SXT, ERY 1(1,2) 1 -
46 VAN, SXT, LEV 1(1,2) - -

- - Non détécté ; Amp : Ampicilline ; TE : Tetracycline ; SXT : Trimethoprim/sulfametaxole ; VAN : Vancomycine ; Lev :

Levofloxacine ; IMP : Imepineme ; KAN : Kanamycine ; ERY : Erythromycine
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I11-3 Détection de résistance chez les entérobactéries
I11-3-1 Etude de la résistance des entérobactéries aux antibiotiques :

Tous les isolats bactériens (N=152) obtenus a partir de différents types de prélévements
ont été testés pour leur sensibilité aux antibiotiques suivant les recommandations de la
société frangaise d’antibiogramme (EUCAST, 2017). Ainsi la sensibilité aux
antibiotiques suivant a été testée : B-lactamines (pénicillines, carbapénemes,
céphalosporines), aminosides et fluoroguinolones. Indépendamment de I’espéce, les
résultats obtenus montrent que 100%, 90,2%, 60,7%, 70,5%, 67,2%, 50,8%, 42,6% et
27,9% des isolats étaient resistants a 1’association amoxicilline/acide clavulanique,
I’ampicilline, la ceftazidime, le céfixime, la gentamicine, 1’association triméthoprime-

sulfaméthoxazole et & I’imipenéme respectivement (Figure 15).
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Figure 17 : Taux de résistance des entérobactéries aux différents antibiotiques testés.

111-3-1-1 Etude de la résistance des E.coli
e Prévalence des souches résistantes

Au Total 119 isolat d’E.coli ont été obtenus et leur résistance aux antibiotiques a été testée.

Dans I'ensemble, les taux de résistance les plus élevés ont été observés contre I'ampicilline
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et I'amoxicilline-acideclavulanique (100%), I'acide nalidixique (61,62%) ((73/119) et le
cefotaxime (59,49%) ((70/119). Comme expliqué dans le tableau 35, les isolats obtenus a
partir des viandes crues ont montré plus de résistance vis-a-vis des antibiotiques testés. Pour
les surfaces en contact avec les aliments, les isolats obtenus a partir des éviers ont présenté
des taux de résistance importants. Les isolats obtenus a partir des mains des manipulateurs

d'aliments ont montré le plus de résistances parmi toutes les autres souches.

La détection des entérobactéries productrices de BLSE a été effectuée sur des isolats
présentant une résistance réduite aux céphalosporines de troisieme génération. Les résultats
montrent qu’aucun isolat ne produit une p-lactamase a spectre étendu (BLSE). Cependant,

27,7% des isolats d'E. coli étaient producteurs de carbapenemase (MBL).
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Tableau 35 : Prévalence de la résistance des E.coli vis-a-vis les différents antibiotiques

Résultats

Prévalence des résistances (%0) MBL ESBL
Types de prélévements
P N
AMP AMC CN SXT NA IPM CAZ CFM

Viandes cru 100 100 53.3 46.7 53.3 60 53.3 60 333 66.7 ND

Légumes cru 100 100 429 429 85.7 143 57.1 57.1 ND ND
" Plats chauds 100 100 75 25 50 75 50 75 25 75 ND
g Salades 100 100 46.7 66.7 60 46.7 46.7 40 20 80 ND
< patisseries 100 100 50 0 100 100 0 50 ND ND

Total 100 100 58.3 50 50 58.3 50 50 25 75 ND

Hachoir de viandes 100 100 100 50 50 50 100 100 ND ND

couteaux 100 100 0 0 0 0 50 50 ND ND
2 Balance 100 100 100 0 714 85.7 57.7 71.4 28.6 71.4 ND
.§ Lave mains 100 100 0 100 100 100 333 50 ND ND
E Récipient 100 100 0 0 0 0 0 0 ND ND
é Plan de travail pour patisseries 100 100 50 50 50 75 50 100 ND ND
E Plan de dressage des plats 100 100 69.2 46.2 65.4 50 50 50 23.1 96.1 ND
|.8|. Plan de découpage des viandes 100 100 50 50 100 50 50 50 ND ND
Portage des mains 100 100 100 55.6 88.9 77.8 94.4 88.9 38.9 61.1 ND
Total 100 100 100 35.54 61.62 51 495 59.49 27.7 72.3 ND

AMP: Ampicilline; CN: Gentamicine;SXT: trimethoprime-sulfametaxole; NA: acide nalidixique, IPM

: Imipeneme; CAZ: Ceftazidime ; CFM: Cefotaxime
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e Profils de résistance d’E.coli
Comme indiqué dans le tableau 36 , les isolats d'E. coli présentent une résistance élevée aux antibiotiques
testés. En fait, ils présentent une résistance a 2 antibiotiques au moins. Au total 44 profils de
multirésistance ont été déterminés. Pour les isolats obtenus a partir des aliments, 28 profils ont été
déterminés avec une prédominance du profil présentant une résistance aux «<KAMC. AMP. CN. SXT. NA.
IPM. CAZ » , tandis que les surfaces en contact avec les aliments abritaient 7 profils avec une
prédominance du profil présentant une résistance aux « AMC. AMP. CN. SXT. NA. IPM. CAZ. CFM
». De plus, 28 profils ont été déterminés a partir des mains du personnel avec une prédominance du

profil présentant une résistance aux «<AMC. AMP. CN. SXT. NA. IPM. CAZ. CFM ».
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Tableau 36 : Profils de résistance détectés aux antibiotiques chez les E. coli

N (%)
Aliments Surfaces Manuportage
Profiles
2ATB 1 AMC.AMP —* - 2(3.4)
2  AMC.AMP.CN - 1(5.6) -
3 AMC. AMP.NA - - 1(1.7)
3ATB 4 AMC. AMP. SXT 1(2.3) - -
5 AMC. AMP. IPM 2(4.7) - 1(1.7)
6 AMC. AMP.CAZ - - 4(6.9)
7 AMC. AMP. CFM - - 3(5.2)
4 ATB 8 AMC. AMP.CN. NA 1(2.3) - -
9  AMC. AMP. NA. IPM 1(2.3) - -
10 AMC. AMP. NA. CAZ - - 1(1.7)
11 AMC. AMP. IPM. CAZ 1(2.3) - -
12 AMC. AMP. IPM. CFM - - 1(1.7)
13 AMC. AMP.CAZ.CFM 3(7) - 3(5.2)
14  AMC. AMP. CN. SXT. NA 1(2.3) - 3(5.2)
15 AMC. AMP. CN. NA. IPM 1(2.3) - -
16 AMC. AMP. CN. NA. CAZ 2(4.7) - -
17 AMC. AMP. CN. SXT. IPM 2(4.7) - 1(1.7)
18 AMC. AMP. SXT. NA. IPM - - 1(1.7)
19 AMC. AMP. CN. SXT.CFM 3(7) - -
SATB 20 AMC. AMP. CN. IPM. CFM - - 1(L.7)
21  AMC. AMP. CN. CAZ. CFM 2(4.7) - 4(6.9)
22 AMC. AMP. NA. CAZ. CFM 1(2.3) - -
23 AMC. AMP. NA. IPM. CFM 1(2.3) - -
24  AMC. AMP. SXT. NA. CFM 2(4.7) - -
25 AMC. AMP. IPM. CAZ. CFM - 1(5.6) 1(1.7)
26 AMC. AMP. CN.NA. CAZ. CFM - 1(5.6) -
27 AMC. AMP. CN. NA. IPM. CAZ - 1(5.6) 3(5.2)
28 AMC. AMP. CN. NA. IPM. CFM 1(2.3) - 3(5.2)
29  AMC. AMP. CN. SXT. NA. IPM 2(4.7) - 3(5.2)
30 AMC. AMP. CN. SXT. NA. CAZ 1(2.3) - 1(1.7)
31 AMC. AMP. CN. SXT. NA. CFM 1(2.3) - 2(3.4)
6 ATB 32 AMC. AMP. CN. SXT. IPM. CAZ - - 1(L.7)
33  AMC. AMP. SXT. NA. IPM. CFM 2(4.7) - -
34 AMC. AMP. NA. IPM. CAZ. CFM 2(4.7) - -
35 AMC. AMP. CN. IPM. CAZ. CFM 1(2.3) - -
36 AMC. AMP. SXT. NA. CAZ. CFM 1(2.3) 1(5.6) -
37 AMC. AMP. SXT. IPM. CAZ. CFM 1(2.3) - -
38 AMC. AMP. CN. SXT. NA. IPM. CAZ 4(9.3) - 3(5.2)
39 AMC. AMP. CN. SXT. NA. IPM. CFM 1(2.3) - 1(1.7)
40 AMC. AMP. CN. NA. IPM. CAZ. CFM - 3(16.7) 1(1.7)
7ATB 41  AMC. AMP. CN. SXT. NA. CAZ. CFM 1(2.3) - 2(3.4)
42 AMC. AMP. CN. SXT. IPM. CAZ. CFM - - 1(1.7)
43 AMC. AMP. SXT. NA. IPM. CAZ. CFM 1(2.3) 1(5.6) 2(3.4)
8 ATB 44 AMC. AMP. CN. SXT. NA. IPM. CAZ. CFM - 9 (50) 8(13.8)

-*: Absent ;AMP
Imipenéme; CAZ

: Ampicilline; CN: Gentamicine;SXT: trimethoprime-sulfametaxole; NA: acide nalidixique, IPM:
: Ceftazidime ; CFM: Cefotaxime
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111-3-1-2 Profil de résistance de Citrobacter freundii aux antibiotiques :

Au total 8 isolats de Citrobacter Freundii ont été obtenus. L analyse de leur profil de résistance
a montré que 87,5%, 75%, 87,5%, 75%, 62,5%, 50% sont résistants au ceftazidime, céfixime,
I’acide nalidixique, la gentamicine, I’association triméthoprime-sulfaméthoxazole et a

I’imipenéme respectivement (Figure 16).
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Figure 18 : Taux de résistance des isolats de Citrobacter freundii aux antibiotiques.

D’apres les résultats obtenus, 6 profils de résistance ont ét¢ déterminés pour les isolats de
Citrobacter freundii avec une résistance multiple vis-a-vis d’un antibiotique au moins. Les

différents profils de résistance sont présentés dans le tableau 37.

Tableau 37 : Profils de résistance des isolats de Citrobacter freundii aux antibiotiques.

Nombre d’isolats Profils de résistance
1 GN
1 CAZ, IMP, GN, NA
1 CAZ, CFM, GN, NA
2 CAZ,CFM,GN,NA, SXT
2 CAZ, CFM, IMP, NA, SXT
1 CAZ,CFM,IMP,GN,NA,SXT
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111-3-1-3 Profil de résistance de Serratia marcescens aux antibiotiques :

L’analyse du profil de résistance des 8 souches isolées de Serratia marcescens montre
que 87,5%,75%, 62,5% des isolats sont résistants a I’acide nalidixique, la ceftazidime
et le céfixime respectivement. Aussi, 50% des isolats sont résistants a la gentamicine et
a I’association triméthoprime-sulfaméthoxazole. L’antibiotique le plus actif sur les
isolats de Serratia marcescens est I’imipenéme et les souches sont résistantes dans 37,5

% des cas (Figure...).
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Figure 19 : Taux de résistance des souches de Serratia marcescens vis-a-vis des antibiotiques
testés

D’apreés nos résultats, tous les isolats de Serratia marcescens ont présenté une résistance
acquise vis-a-vis d'un antibiotique au moins et la majorité a présenté une multirésistance
(résistance a 3 antibiotiques et plus). Au total, 7 profils de résistance ont été identifiés

(tableau 38).
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Tableau 38 : Profils de résistance des isolats de Serratia marcescens aux antibiotiques.

Nombre d’isolats Profils de résistance

GN
NA

1 CAZ, CFM, NA

1 CAZ, CFM, IMP, NA

2 CAZ,CFM,GN,NA, SXT

1 CAZ,IMP,GN,NA, SXT

1 CAZ,CFM,IPM,NA, SXT

111-3-1-4 Profil de résistance de Serratia odorifera aux antibiotiques :

L’analyse du profil de résistance des 7 isolats de Serratia odorifera montrent
qu’ils sont tous résistants a I’association amoxicilline / acide clavulanique, a
I’ampicilline, et aux céphalosporines de troisiéme génération. Aussi, 85,7%, 57,1%,
42,9%, 57,1% des isolats sont résistants a 1’acide nalidixique, 1’imipenéme,
I’association triméthoprime-sulfaméthoxazole et a la gentamicine, respectivement

(figure 18).
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Figure 20 : Prévalence de résistance des souches de Serratia odorifera vis-a-vis les antibiotiques
testés

Les isolats Serratia odorifera présentent une résistance multiple vis-a-vis de 4
antibiotiques au moins. Ces isolats peuvent étre classés en 5 profils de résistance
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(tableau39) avec une prédominance du profil présentant une résistance a 1’ensemble
des antibiotiques testés (3 cas).

Tableau 39 : Profils de résistance des isolats de Serratia odorifera aux antibiotiques

Nombre d’isolats Profiles de résistance
1 AMP, AMC, CAZ, CFM
1 AMP, AMC, CAZ, CFM, NA
1 AMP, AMC, CAZ, CFM, IMP, NA
1 AMP, AMC, CAZ, CFM, NA, GN
3 AMP, AMC, CAZ, CFM, IMP, GN, NA, SXT

111-3-1-5 Profil de résistance de Raoultella ornithinolytica aux antibiotiques :

L’analyse du profil de résistance des isolats de Raoultella ornithinolytica aux
antibiotiques montre une résistance a 1’association amoxicilline-acide clavulanique
et aux céphalosporines de troisieme génération dans 100% des cas. Aussi, 50%, 78,6%,
33,3%, 16,7% des isolats sont résistantes & I’association triméthoprime-
sulfaméthoxazole, & I’acide nalidixique et a la gentamicine respectivement.
L’imipenéme reste I’antibiotique de choix qui inhibe la croissance de tous les isolats
de Raoultella ornithinolytica (figure 21).

L’analyse des profils de résistance montre la présence de 4 profils différents avec une
résistance vis-a-vis de 3 antibiotiques au moins (tableau 40). Le profil de résistance
le plus dominant correspond a une résistance vis-a-vis de 1’association amoxicilline-

acide clavulanique, la ceftazidime et au céfixime qui a été détecté dans 3 isolats.
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Figure 21 : Taux de résistance des souches de Raoultella ornithinolytica aux antibiotiques.

Tableau 40 : Profils de résistance des isolats de Raoultella ornithinolytica aux antibiotiques.

Profil Nombre d’isolats Profils de résistance
1 3 AMC, CAZ, CFM
2 1 AMC, CAZ, CFM, SXT
3 1 AMC, CAZ, CFM, NA, SXT
4 1 AMC, CAZ, CFM, GN, NA, SXT

111-3-1-6 Profil de résistance d’Enterobacter sakazakii aux antibiotiques :

L’Etude de la résistance d’Enterobacter sakazakii aux antibiotiques montre que 100%
des isolats sont résistantes a I’association amoxicilline-acide clavulanique, a
I’ampicilline et aux céphalosporines de troisieme génération. Aussi, 75% des isolats
sont résistantes a la gentamicine et a I’acide nalidixique, 50% et 25% sont résistantes
a I’'imipenéme et a I’association triméthoprime-sulfaméthoxazole respectivement. Au
total, 4 profils de résistance sont identifiés avec une résistance multiple vis-a-vis de
5 antibiotiques au moins. Les différents profils de résistance sont présentés dans le

tableau 41.
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Figure 22 : Taux de résistance des souches d’Enterobacter sakazakii aux antibiotiques.

Tableau 41 : Profils de résistance des isolats d’Enterobacter sakazakii aux antibiotiques.

Profile Nombre Profils de résistance
d’isolats
1 1 AMP, AMC, CAZ, CFM, GN
2 1 AMP, AMC, CAZ, CFM, GN, NA
3 1 AMP, AMC, CAZ, CFM, IMP, NA, SXT
4 1 AMP, AMC, CAZ, CFM, IMP, GN, NA

I11-4 Prévalence des entérobactéries productrices de p-lactamase a spectre étendu :

La recherche des entérobactéries productrices de BLSE a été effectuée pour tous les
isolats présentant une résistante et/ou une sensibilité diminuée aux céphalosporines
de troisieme génération. Aucun des isolats étudiés n’a montré une production de -

lactamase a spectre étendu.
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Discussion

Les personnes admises aux hopitaux ou aux autres établissements de santé sont particuliérement
vulnérables aux infections. Cette vulnérabilité est liée au systtme immunitaire compromis suite
a I'age, la grossesse, ou leur maladie ou aussi a leur traitement (les médicaments qui leurs sont
administrés). La salubrité des aliments et des conseils sur leur choix sont important pour éviter
les toxi-infection alimentaires et/ou les infections nosocomiales d’origine alimentaire (Abouda
et al., 2014). Il est donc particulierement important d'assurer la sécurité microbiologique de
I’alimentation fournie dans ces milieux (Lund, 2019 ; Lund, 2018 ; Lund et al., 2015) et pour

ce la mise en place du systeme HACCP s’impose (Kokkinakis et al., 2011).

Ce travail constitue la premiere étude menée au Maroc pour traiter ce sujet et évaluer la
nécessité de mise en place d’un tel systéme dans les structures hospitaliéres. Dans un premier
temps, il vise a évaluer les connaissances du personnel de la cuisine en matiére de sécurité
sanitaire des aliments et de son impact sur la qualité bactériologique des repas hospitaliers pour
révéler les domaines nécessitant une attention particuliére. Dans un deuxiéme temps, il vise a
déterminer la prévalence et la résistance des bactéries isolées a partir des aliments, des surfaces

de préparation, des équipements de la cuisine et chez le personnel.
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I- Evaluation des connaissances en pratique d’hygiéne chez les manipulateurs

d’aliments

Dans cette étude, les connaissances sur les pratiques d'hygiene alimentaire ont été évaluées via
un questionnaire destiné au personnel travaillant dans la cuisine avant que ces derniers ne
bénéficient d’une formation sur le sujet. Le pourcentage de bonnes réponses a été calculé et
variait entre 5% et 100%. Ce niveau de connaissances semble étre plus élevé que celui rapporté

en Turquie (Bas et al.,2006), mais similaire a celui rapporté en Italie (Panchal et al.,2014).

Les grandes lignes de ce questionnaire ont principalement porté sur les informations
démographiques des participants , hygiene personnelle, entretien des locaux, réception de la
matiere premiere, pratiques de sécurité de la transformation des aliments, service des repas,

équipements et outils de lavage, de nettoyage et de séchage et traitement des déchets.

Les résultats obtenus ont montré que, dans la premiére période, il y avait un manque de
connaissances sur les principaux aspects de I'nygiene personnelle (lavage des mains, port de
gants et de couvre-tétes, manipulation des matieres premiere, etc.). Des taux similaires ont été
signalés en Serbie, en Gréce et au Portugal (Smigic et al., 2016). En fait, le score calculé a la
base des réponses relatives aux connaissances a montré que 57,5% des manipulateurs avaient
un score faible (entre 0 a 10 points) tandis que 42,5% avait un score modéré. Aprés avoir
bénéfici¢ d’une formation sur les bonnes pratiques en matiere d’hygiene (deuxieéme période)
une amélioration des connaissances a été notée puisque 60,6% des manipulateurs avaient un
score élevé (entre 20 et 30 points). Ce résultat est statistiquement significatif (p <0,05) et
similaire a celui rapporté dans plusieurs études (Abushelaibi et al., 2014 ; Barjaktarovi¢-
Labovi¢ et al., 2018). Cette formation a permis aux manipulateurs d’identifier les principaux
points critiques et limites de leur travail et de comprendre I'importance de surveiller les
pratiques d'hygiene afin d'éviter les dangers liés a la qualité microbiologique des repas. Enfin,

comprendre les raisons des mauvaises activités pourrait inciter les travailleurs a changer leurs
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attitudes et leurs comportements en matiére de sécurité sanitaire des aliments comme a été

apporté par plusieurs auteurs (Faour-Klingbeil et al.,2015 ; Greig et al., 2007).

Le rapport de I'Organisation mondiale de la santé de 2008 mentionne que 45,6% des maladies
d'origine alimentaire sont dues a une mauvaise réfrigération et a une utilisation inappropriée
des températures de stockage pendant la transformation des aliments (WHO, 2008). En outre,
les connaissances sur les pratiques de stockage en toute sécurité et les concepts de congélation
et de decongelation étaient tres faibles pendant la premiére période. En fait, 80% des
participants ont donné des réponses fausses concernant ce processus. Ce résultat est similaire a
celui rapporté dans plusieurs études menées dans différents pays notamment en Italie (77%) et

en Turquie(80%) (Angelillo et al., 2001 ; Buccheri et al., 2007 ; Tokug et al., 2009).

Dans cette étude, le niveau des connaissances a été corrélé aux caractéristiques démographiques
des manipulateurs d'aliments et se sont révélés significativement associés confirmant ainsi les
résultats de plusieurs études (Barjaktarovi¢-Labovi¢ et al., 2018 ; Ovca et al., 2018 ; Santos et
al., 2008). En fait, la plupart des auteurs ont rapporté que I'age est significativement associé aux
connaissances en matiére de sécurité sanitaire des aliments et que les manipulateurs les plus
agés sont beaucoup plus expérimentés que les plus jeunes (Askarian et al., 2017 ; Meer et al.,
2000 ; Santos et al., 2008) . Ceci peut étre expliqué par le fait que les personnes plus agés aie
déja suivi des formations sur la sécurité sanitaire des aliments (Meer et al., 2000). Le niveau
d'éducation était aussi significativement associé aux scores de connaissances, les travailleurs
ayant un niveau d'éducation universitaire présentaient des scores moyens plus éleveés (23, 69 +
3, 62) que les manipulateurs ayant un niveau secondaire (21, 22 + 2, 87). Ceci est similaire aux
résultats d'études menées en Italie et au Ghana (Angelillo et al., 2001 ; Kunadu et al., 2016).
Ainsi, il est & conclure que la formation du personnel en matiére d’hygiéne alimentaire a été

bénéfique et a permis d’améliorer leur niveau de connaissance et leurs pratiques.
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Plusieurs auteurs ont démontré que la conception, lI'emplacement, I'aménagement et la
construction des locaux au niveau des établissements de restauration collective est tres
important et crucial pour garantir les conditions d'’hygiéne et produire des aliments en toute
sécurité. Les batiments et les équipements mal congus et construits sont des sources potentielles
de risques physiques, chimiques et microbiologiques. Ces dangers peuvent provoquer des
maladies chez les consommateurs et doivent donc étre évités ou minimisés (Guide, 2015). Dans
cette étude, une vue générale du plan de la cuisine centrale avant sa réorganisation montre un
croisement des circuits : le circuit des matiéres premiéeres croise le circuit des produits finis, en
plus le circuit des déchets se croise aussi avec celui les produits finis. La livraison des matiéres
premigéres jusqu’a 1’envoi du produit fini, n’est pas correctement organisée dans 1’espace. Ce
croisement des circuits créait un réel probléme au niveau du maintien de la salubrité des
aliments préparés. Cependant aprés les actions correctives menées dans la cuisine, les circuits
ont été bien séparés ce qui a influe positivement sur la qualité microbiologique des plats

préparés. Cette partie sera discutée dans le chapitre qui suit.

- Analyses microbiologiques des aliments, surfaces, équipements et personnel

et évaluation de ’impact de la formation et du réaménagement de la cuisine
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L’appréciation de la conformité bactériologique des échantillons collectés a été réalisée selon
la norme marocaine (Arréte conjoint n°1737-02, 2004) (Annexe 1-1) Les résultats montrent
que 71,7% des échantillons étaient conformes aux normes en vigueur alors que 28,3% étaient
non-conformes. Ces résultats concordent avec les taux trouvés dans un hopital en France (27%
de non-conformité) (Réglier-Poupet et al., 2005). Cependant, ils ne concordent pas avec ceux
trouvés dans des hépitaux Egyptiens (39% de NC) (El-Masry et al., 2015) et Tunisien (36%
NC) (Abouda et al., 2014). Le taux de non-conformité varie d'une catégorie d’aliments a une
autre. Les produits cru présentent les plus grand taux de non-conformité (végétaux cru=54% ;
viande cru= 53,8%) suivit des salades avec un taux de 53,7%. Des résultats similaires ont été
rapporté par une étude égyptienne ou les viandes crues ont été les plus contaminées (Yousif et
al., 2013). Ces résultats peuvent étre expliqués par le fait que les produits cru ou frais sont
exposés a la contamination par des micro-organismes pathogénes. La viande milieu favorable
de la croissance bactérienne. La viande est considérée comme un milieu favorable pour la
prolifération bactérienne a cause de sa structure sanguine, parameétres physico-chimiques et sa
richesse en nutriments comme le nitrogéne, les peptides et les protéines (Erkmen et al., 2016 ;
Nychas et al., 2008). Les viandes sont principalement contaminées pendant I'abattage des
animaux et I'habillage des carcasses comprend les matiéres fécales, le sol, I'eau, l'air, les
aliments pour animaux, les peaux, les intestins, les ganglions lymphatiques, I'équipement de
transformation, les ustensiles et les humains (Sofos, 2014). L'identification des sources et des
modes de contamination des produits a base de viande est importante pour appliquer les
approches et procédures appropriées de contrble des risques et d'amélioration de la sécurité
sanitaire des viandes. Les legumes crus se contaminent lors de leur croissance sur le terrain ou
pendant la récolte, la post-récolte, la manipulation, la transformation et la distribution (Abadias
et al., 2008 ; Odumeru et al., 1997). Par consequent, les [égumes peuvent servir de réservoir a

de nombreux micro-organismes a infecteront I'n6te sensible (Halablab et al.,2011).
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Pour la fluctuation saisonniére de la conformité, le pourcentage de non-conformité globale le
plus élevé a été enregistré au cours de la saison estivale avec 36,6%. Par contre au cours de la
période hivernale, un pourcentage de non-conformité le plus faible a été constaté soit 19,2%.
Yousif et al ont rapporté des résultats semblables notant que la période estivale connait des pic
de dénombrements et de non-conformité (Yousif et al., 2013). Ce résultat peut étre expliqué
par le fait que les températures atteignent le maximum durant 1’été ce qui provoque une
augmentation de la prolifération bactérienne dans les aliments d’autant plus si les conditions de
manipulation, transport, et/ou stockage ne sont pas respectées. De ce fait il est particuliérement
important de maintenir le contréle des températures de stockage adéquat a cette période de
I'année transport, stockage et conditionnement. (Odumeru et al., 1997).

La charge de contamination la plus élevée a été celle de la Flore Mésophile Aérobie Totale avec
une moyenne de 7,84 10°UFC/g sur I’ensemble des échantillons. Nos résulats ne concorde pas
avec les études menées en Egypte (moyenne=7 107) (EI-Masry et al., 2015) et a ceux rapportés
en Espagne (moyenne = 10%) (Rodriguez et al., 2011). La FMAT permet d’évaluer la qualité
sanitaire, I'acceptabilité sensorielle et la conformiteé aux bonnes pratiques de fabrication (BPF).
Les résultats de la FMAT peuvent fournir a un transformateur d'aliments des informations sur
la qualité ou [I'historique de manipulation des matiéres premieres, les conditions de
transformation et de stockage des aliments et la manipulation du produit fini. De plus, elle peut
étre utilisée pour déterminer la durée de conservation ou le changement organoléptique d'un
produit alimentaire. Des changements détectables dans les caractéristiques de la qualité des
aliments dus a la croissance microbienne et a la production d'enzymes se produisent
généralement lorsque l'augmentation de la FMAT atteint environ 10% a 107 par g ou ml
(Mendonca, Thomas-Popo, et Gordon, 2020). La contamination par les coliformes a été d’une
charge moyenne des Coliformes Totaux de I’ordre de 2,33 10°UFC/g. De méme, la charge

moyenne des Coliformes Fécaux a été de ’ordre de 1,17 10°UFC/g. Ce résultat ne concorde
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pas avec celui trouvé dans un hopital Bangladais qui ont rapporté un taux moyen de 1.6 10’
(Rabbi et al., 2011). Les germes le plus fréquemment responsables de la non-conformité sont
les coliformes fécaux (56,47%). Ces bactéries témoignent de la qualité globale d'un produit
alimentaire et des conditions d'hygiéne lors de sa préparation. Ces organismes indicateurs de
contamination fécale, montre que ’origine de cette contamination peut étre di soit a une
matiere premiere contaminé, soit au personnel qui manipule ces aliments en ne respectant pas
les conditions d’hygiéne. En effet, il a été rapporté dans plusieurs études que le manuportage
est considére parmi les principales sources de contamination fécale des aliments et des
infections nosocomiales (Cameron et al., 2017). Les CF peuvent étre utilisés pour déterminer
I'adéquation d'un processus thermique pour détruire les bactéries végétatives dans un produit
alimentaire ou une boisson. En outre, ils peuvent étre utilisés pour déterminer la contamination
post-pasteurisation ou cuisson d'un produit alimentaire car les coliformes sont détruits si une
température et une durée de pasteurisation efficaces sont utilisées (Mendonca, Thomas-Popo,

et Gordon, 2020 ; Motarjemi et al., 2014).

L'analyse microbiologique a démontré que 14,33% des échantillons d'aliments contenaient E.
coli. Ce taux est supérieur a celui constaté dans les hopitaux iraniens (6,71%) (Ranjbar et al.,
2017) . Cette prévalence élevée pourrait étre liée a la production d'aliments a long processus,
au lavage inadéquat des matiéres premiéres, au processus de cuisson inadéquat et au non-respect

des températures de congélation / refroidissement (Ranjbar et al., 2017 ; Ranjbar et al., 2019).

Les taux les plus élevés d'E.coli ont été détectés dans les viandes crues (34,88%) et les salades
(34,88%) par rapport aux plats chauds (9,31%) et aux patisseries (4,66%). Une tendance
similaire a été rapportée dans une étude iranienne avec des taux de 20% et 6% respectivement
dans les viandes crues et les plats cuisinés (Ranjbar et al., 2017). Les taux élevés de viandes
crues abritant E. coli pourraient étre liés a un ou plusieurs facteurs: i) l'auto-contamination des

viandes pendant l'abattage, car E. coli est une partie de la microflore intestinale de nombreux

154



Discussion

animaux; ii) les conditions d'hygiéne inadéquates dans les abattoirs; iii) la température de
stockage inappropriée, en particulier le fait que la viande est un milieu favorable au

développement rapide des bactéries ( Hiko et al.,2008 ; WHO, 2011).

Les taux élevés d'E. Coli dans les salades et les crudités peuvent étre liés a une contamination
entérique avant la récolte du produit, a un processus de manipulation non hygiénique et / ou a
une contamination pendant le processus de distribution (Gutiérrez-rodriguez et al., 2019).

De plus, Les EI étaient présents avec une valeur moyenne de 2.67 103 UFC/g avec des valeurs
maximales de 5,24x10* UFC/g et des valeurs minimales de 0 UFC/g.

Dans cette étude les Staphylococcus ont été isolés identifier. S.aureus et le SCN ont été isolés
avec des fréquences variables dans différents types d'échantillons. S. aureus a été détecté dans
17,33% des échantillons d’aliments. Ce taux est plus élevé que celui constaté dans les hopitaux
espagnols (6,10%) (Gutiérrez et al., 2012) et iranien (9,69%) (Safarpoor Dehkordi et al.,
2017), similaire a celui trouvé dans les hdpitaux thailandais (17%) (Bunnueang et al., 2015)
mais inférieur a celui rapporté au Brésilien (85,96%) (Costa et al., 2015). Cependant, la
prévalence des SCN était de 23,33% et le taux le plus élevé a été noté dans les repas chauds
(94,28%). Ce taux est supérieur a celui rapporté en Thailande (7,5%) (Bunnueang et al., 2015).
Ces résultats pourraient s'expliquer par le fait que la contamination par S.aureus ou SCN peut
provenir d'animaux producteurs d'aliments infectés ou résulter de mauvaises conditions
d'hygiéne pendant le processus de production, le stockage des aliments ou via le personnel car
ils peuvent également étre coloniser par ces bactéries, qui peuvent étre transmis aux repas
(Safarpoor Dehkordi et al., 2018 ; Safarpoor Dehkordi et al., 2017). De plus, le taux le plus
élevé de S.aureus a été detecté dans les viandes crues avec un pourcentage de 82,05%, ce qui
est similaire aux résultats rapportés au Brésil (85%) (Costa et al., 2015). Cela n'est pas

surprenant car la viande est un milieu idéal pour le développement et la reproduction des micro-
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organismes, en particulier des bactéries, de sorte que leur croissance rapide peut étre attendue
(Cetin et al.,2006 ; Karahan et al., 2019).

Dans cette étude, la recherche des Enterococcus a été réalisée sur les échantillons alimentaires,
donnant un apergu clair de la distribution de trois espéces d’Enterococcus dans chaque groupe
alimentaire. La prévalence globale d'entérocoques dans les échantillons d'aliments était
d'environ 27,33% (N = 82/300 échantillons) et la prévalence variait selon le type d’échantillon :
viandes crues (66,67%), légumes crus (42,42%), salades (37,03%), patisseries (20,03%), plats
chauds (11,0%). Par rapport aux études réalisées dans d'autres pays, le taux de détection du
genre Enterococcus est similaire dans les échantillons de viande crue et relativement plus élevé
dans les échantillons de 1égumes crus. En fait, en Corée du Sud, le taux déclaré d'entérocoques
était de 84,1% dans les viandes crues (Kim et al., 2020), tandis qu'au Brésil, il était de 60%
(Gomes et al., 2008). C’est un résultat trés intéressant car Enterococcus est une bactérie qui
existe généralement dans les intestins. Sa prévalence dans les échantillons de viande crue
pourrait donc étre liée a une contamination fécale ou a une mauvaise manipulation des viandes
(Kao et Kline, 2019 ; Kim et al., 2020).

L’identification des Enterococcus isolés a été réalisée. Parmi les espéces d'Enterococcus
isolées, E. faecalis et E. faecium étaient les plus fréquemment détectées (50% et 37,04%,
respectivement) et E. casseliflavus représente 12,20% des isolats. L'incidence de chaque espéce
d'entérocoque variait selon le type d'échantillon. Par exemple, les aliments d'origine animale
(viandes crues = poulet, boeuf et poisson) contenaient principalement E. faecalis ou E. faecium,
et seulement quelques-uns contenaient E. casseliflavus. Cette constatation est conforme aux
résultats de plusieurs études (Aparecida et al., 2007 ; Gomes et al., 2008 ; Kim et al., 2020).
Cependant, une étude menée aux Etats-Unis en 2003 a indiqué que tous les produits de viande,
y compris la dinde, le poulet, le porc et le beeuf, contenaient E. casseliflavus (Hayes et al.,

2003). Cet écart pourrait étre da a : i) la différence sur la répartition geographique des espéces
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d’entérocoques ; ii) le taux d'auto contamination des viandes pendant l'abattage, car les
entérocoques font partie du tractus gastro-intestinal commensal des animaux ; iii) les mauvaises
conditions d'hygiene dans les abattoirs.

Pour évaluer I'impact de la formation et du réaménagement de la cuisine sur la qualité des repas,
une analyse microbiologique des aliments a été réalisée en pré- et post- formation et
réaménagement. Cette analyse a été étalée sur une année (6 mois avant et 6 mois apres la
formation) avec un prélevement hebdomadaire. Les résultats obtenus indiquent la présence d'un
ou plusieurs agents pathogenes dans chaque échantillon alimentaire, a I'exception de
Salmonella sp, qui n’a été notée dans aucun prélévement. Durant la premiére période, les
coliformes fécaux, la flore mésophile aérobie, les coliformes totaux, le Staphylococcus aureus,
les bactéries anaérobies sulfito-réductrices et Listeria spp étaient présents dans 55,59%,
30,48%, 28,23%, 2,35%, 2,35% et 1% des prélévements respectivement. Ces taux sont toujours
inférieurs a ceux rapportés dans les hdpitaux tunisiens et bangladais, ou les coliformes fécaux
sont les germes les plus détectés dans 70% et 66% des prélevements respectivement (Abouda
etal., 2014 ; Rabbi et al., 2011). Au cours de la deuxiéme période, le taux de détection de tous
les micro-organismes a diminué. Ainsi, les coliformes fécaux, la flore mésophile aérobie totale,
les coliformes totaux, le Staphylococcus aureus, les bactéries anaérobies sulfito-réductrices et
Listeria spp a remarquablement diminué et n’ont été détectés que dans 35,5%, 26,7%, 8,23%,
1,1%, 1,1%, 0% des échantillons respectivement. Par conséquent, le taux élevé de détection de
contamination fécale des repas observé avant la formation du personnel de la cuisine peut étre
lié a une mauvaise hygiéne. En fait, les réponses des manipulateurs concernant I'hygiéne des
mains confirme cette hypothése puisque 70% des employés de la cuisine ont déclaré (avant la
formation) qu'il n'est pas important de se laver les mains avant de manipuler les aliments. Ainsi,
les manipulateurs d'aliments sous-estimaient I'importance de I'nygiene des mains. Ces données

sont conformes aux résultats rapportés en Turquie (Aygicek et al., 2004) et confirment que le
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niveau de connaissances et de pratiques en matiere d'hygiene des mains a un réle important
dans la prévention de la contamination croisée dans les cuisines et les unités de restauration
(Buccheri et al., 2007 ; Tokug et al., 2009). Ceci est également confirmé par les résultats
obtenus, puisque l'incidence de la contamination fécale est passée de 55,59% a 34,57% (obtenus

respectivement a la premiére et a la deuxiéme période).

Le dénombrement des bacteries au cours des deux périodes de I'étude a révelé que les taux les
plus élevés ont été détectés sur les viandes crues, les salades et les léegumes crus. Cela peut
s'expliquer par le manque de connaissances sur les principaux aspects de la sécurité sanitaire
des aliments chez les employés de la cuisine et souligne la mauvaise manipulation des matieres
premiéres, ce qui est conforme aux résultats obtenus au Bangladesh et en Egypte qui ont
rapportés que les surfaces dont les produits cru sont manipulés représentent les plus grand taux
de germes (Rabbietal., 2011 ; Yousif etal., 2013). Selon les résultats de notre enquéte, pendant
la premiere période, le taux global de conformité de la qualité microbiologique des repas avec
les normes marocaine (Arréte conjoint n°1737-02, 2004) était de 69,3%. Ce taux est encore
plus élevé que celui rapporté dans les cuisines des hdpitaux iraniens ou seulement 39,60% des
aliments analysés étaient conformes (Baghapour et al., 2015). Ce taux de conformité a
augmenté et a atteint 82,67% aprées que les manipulateurs du secteur alimentaire ont recu la
formation. Ceci confirme que la mise en ceuvre d’un programme de suivi ne peut qu’étre

efficace dans I'amélioration de la qualité microbiologique.

Ces données confirment que les aliments contenant de telles bactéries sont nocifs pour la santé
humaine et les individus spécialement immunodéprimés notamment les patients hospitalises.

Ainsi, la formation des manipulateurs d'aliments sur les aspects de I'nygiéne et des pratiques de
manipulation des aliments est cruciale pour assurer une bonne qualité des aliments. Par
conséquent, ces résultats confirment le réle principal des manipulateurs d'aliments dans le

maintien de la qualit¢ des aliments et soutiennent le fait qu’ils peuvent contribuer a la
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transmission des agents pathogenes, notamment des agents infectieux gastro-intestinaux (Todd
et al., 2007). De plus, la qualité des matiéres premiéres joue un réle important dans la salubrité
des plats cuisinés. Un bon produit fini dépend toujours d’une bonne matiére premicre de haute
qualité. On peut dire que les matieres premiéres influencent la qualité des produits finaux au
plus haut degré. Bien sdr, la qualité des produits est encore influencée par les procédures
technologiques utilisées. La qualité dépend non seulement du processus technologique lui-
méme, mais aussi du niveau d'hygiéne des machines utilisées et de la situation hygiénique totale
de l'environnement de fabrication (Davidek, 2000 ; Motarjemi et al., 2014). De ce fait, les
gérants des cuisines doivent permettre un controle régulier des activités des manipulateurs de
l'alimentation et leur assurer une formation continue en matiére d’hygiéne alimentaire (Souza

etal., 2018).

Cette étude visait aussi a évaluer la qualité microbiologique de 238 échantillons de surfaces et
des équipements en contact avec les aliments dans la cuisine afin de fournir de nouvelles

données sur les conditions d'hygiéne de la préparation des aliments.

Le dénombrement de la flore mésophile totale (FMAT) de I'environnement est généralement
utilisée pour estimer I'hygiéne de I'ensemble du processus de production alimentaire (Losito et
al., 2017). D'apres les critéeres de Losito et coll., la plupart des surfaces étudiés étaient
inadéquates (Losito et al., 2017). Les moyennes des FMAT détectées variaient entre 3,94log10
CFU / cmz2 et 1,56l0g10CFU / cm? obtenues respectivement dans les planches a découper des
viandes crues et les machines a pétrir. Ces résultats sont comparables a ceux rapportés dans les
cuisines des écoles en Afrique du Sud qui ont rapportés des taux variant entre 3,08log10
CFU/cm2 et 1,2log10cfu/cm? (Sibanyoni et Tabit, 2018). Cependant, ils sont encore plus élevés
que ceux rapportés dans les cuisines des hopitaux en Espagne qui varient entre 0,04log10
CFU/cm2 et 1,560410910 CFU/cm?2 (Garayoa et al., 2016). Ces taux élevés des FMAT présents

sur les surfaces, I'équipement et les ustensiles, indiquent des conditions d'hygiéne
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insatisfaisantes et s'expliquent par une déficience des protocoles de désinfection et des

procédures de nettoyage.

De plus, le dénombrement d'entérobactéries et en particulier d'E.coli est couramment utilisé
pour évaluer la qualité hygiénique des outils et de I'équipement et ils sont généralement connus
pour étre le facteur le plus fréquent a l'origine des maladies et troubles d'origine alimentaire.
Dans cette étude, le taux d'entérobactéries était également trés élevé par rapport a plusieurs
études comme celles menées en Italie (Losito etal., 2017 ; Petruzzelli et al., 2018). La moyenne
de ces bactéries se situait entre zéro (dans les machine a peétrir) et 5,19 log10CFU / cm2 (sur les
plans de travail des viandes crues). Une charge élevée d'E.coli implique généralement un
manque de bonnes pratiques d’hygiéne durant le processus de production, ainsi qu'une

désinfection médiocre ou inadéquate des surfaces (Petruzzelli et al., 2018).

De plus, Staphylococcus aureus est connu comme indicateur d'une mauvaise hygiene
personnelle. Etant donné que S. aureus est un composant majeur du microbiote humain ce qui
peut favorisé sa propagation aux aliments et aux surfaces en contact avec les aliments (Fetsch,
2018). Ainsi, les manipulateurs d'aliments porteurs de ces bactéries constituent une source
potentielle de contamination au cours du processus de préparation des repas (Tomasevic et al.,
2016). Dans cette étude, le niveau moyen de Staphylococcus aureus était élevé par rapport aux
criteres établis par Losito et coll. (Losito et al., 2017). Il variait entre 1,07log10CFU / cm? et
3,87 log10CFU / cm? détectés respectivement dans les machines a pétrir et les plans de travail
des viandes crues. En plus, les bactéries tels Staphylococcus et Enterobacteriaceae ont une
forte capacité a former des biofilms qui sont connus pour étre trés résistants aux antibiotiques,
aux désinfectants et aux stress environnementaux (conditions ou températures

environnementales seches) (Ursic et al., 2008).

Selon nos resultats, les plans de travail des viandes crues sont les surfaces les plus contaminées

et contiennent le plus grand nombre de bactéries. Cela peut s'expliquer par une contamination
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croisée a partir des viandes associée a de mauvaises pratiques d'hygiéne. En fait, la viande est
un milieu idéal pour le développement et la reproduction de micro-organismes, en particulier
de bactéries, de sorte que leur croissance rapide peut étre attendue. Faute d'hygiéne, une
contamination croisee, de la viande avec les plans de travail des viandes crues et vice versa est

inévitable (Cetin et al., 2006).

En se basant sur le dénombrement des bactéries, les taux de conformité microbiologique étaient
variables d'une surface a une autre. En fait, les taux les plus élevés ont été détectés sur les plans
de cuisson (77%), les plans de dressage des repas (50%) et les planches a découper les légumes
(45,83%), tandis que le taux de non-conformité le plus élevé a été constaté sur les plans de
travail de viandes crues (81,25%). Ces derniers résultats sont similaires a ceux obtenus dans
plusieurs études menées notamment en Italie (Losito et al., 2017), en Espagne (Garayoa et
Nathaly, 2016) et en Afrique du Sud (Sibanyoni et Tabit, 2018). Ces taux élevés de non-
conformité peuvent s'expliquer par la nature brute des matieres manipulées sur ces surfaces
(viandes crues) et la nature physique de la surface. En effet, selon différentes études, le risque
de contamination dépend des caractéristiques des surfaces (lisses, rugueuses, poreuses ou
irrégulieres), de leur état (équipements neufs ou anciens) et de leur manipulation (laissées
seches ou humides apres utilisation) (Gkanaetal., 2017 ; Mohd et al., 2014. Ainsi, le mauvais
état d'hygiéne de la plupart des surfaces alimentaires dans cette étude peut étre attribué a la
contamination croisée entre les matériaux alimentaires et les surfaces en leur contact ainsi qu’a
la formation de biofilms suite a un nettoyage et une désinfection inadéquats des surfaces et une

mauvaise hygiéne des mains.

Dans la présente étude apres 1’identification des E.coli, la détection moléculaire du sérotype
O157H7 a été menée. Le sérotype E. coli 0157 H7 n'a pas été isolé. Les souches H7 *non 0157
ont été isolées avec un faible taux (2,41%). Ces résultats sont similaires a ceux rapportés dans

une étude marocaine menée sur plusieurs types d'aliments (5%) en 2010 (Badri et al., 2010).
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Ainsi, E. coli non 0157 a plus récemment été reconnu comme un pathogene important ayant
un impact croissant sur la santé humaine et est désormais également considéré comme une cause
majeure de maladies (Wang et al., 2013). Sa virulence provient de la production d’une toxine,
codée par les génes de la Shiga toxine (stx1 et stx2), qui sont le principal facteur responsable de
I'aspect hémorragique de la diarrhée et des complications systémiques (Oporto et al., 2008).
Dans cette etude, et malgré la limitation liée a la non détermination de la présence des genes de
la Shiga toxine, la détection d’E.coli H7+ non -O157 dans les aliments destinés aux patients
vulnérables constitue un risque élevé. La détection de cette souche et sa caractérisation doivent
étre recommandés.

A I'échelle mondiale, la non-mise en ceuvre des programmes de surveillance sanitaire comme
le HACCP présente des conséquences négatives sur I'état d'hygiene des surfaces en contact avec
les aliments. De ce fait, des mesures correctives sont nécessaires surtout que les aliments
préparés aux patients sont considérés comme un complément au traitement médical. 1ls doivent
donc étre produits dans de bonnes conditions d'hygiéne pour prévenir les infections
nosocomiales d'origine alimentaire (Lund, 2019). Par conséquent, la mise en ceuvre de
pratiques strictes pendant tout le processus de production, allant de la production primaire

jusqu’a la consommation finale des repas hospitaliers, est obligatoire.

I11-  Evaluation de la résistance aux antibiotiques des germes isolés a partir des
aliments, surfaces, équipements et chez le personnel

La disponibilité et I'utilisation croissante d'antimicrobiens pour de nombreuses applications
autres que la médecine humaine, y compris I'agriculture, I'aquaculture et I'élevage, ont accru la
probabilité de contamination des produits alimentaires par des agents pathogenes résistants aux

antibiotiques et leur transmission (Motarjemi et al., 2014).
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L'émergence d'agents pathogenes multirésistantes (MDR) est I'un des problémes de santé
publique les plus critiques des derniéres décennies. En fait, la survenue d'infections
nosocomiales avec des taux de mortalité élevés est dus a la dissémination d'agents pathogénes
ESKAPE [Enterococcus (E) faecium, Staphylococcus (S) aureus, Klebsiella (K) pneumoniae,
Acinetobacter (A) baumannii, Pseudomonas (P) aeruginosa et Enterobacter qui peuvent
«s'échapper» de I'action biocide de plusieurs types ou classes d'antibiotiques chez I'nomme et
l'animal. Les plus récents défis sont I’émergence de la résistance a la colistine (mcr), a la
méthicilline (MecA) et par production de métallo-p-lactamase-1 (NDM-1) observés dans les
souches isolées chez les animaux producteurs d'aliments (Pérez-Rodriguez et Mercanoglu
Taban, 2019). En fait, la dynamique des agents pathogenes résistants aux antibiotiques dans les
produits alimentaires a deux dimensions distinctes. L'une d'elles concerne la transmission
d'agents pathogenes bactériens résistants des produits alimentaires aux animaux ou aux
humains et ces intoxications alimentaires peuvent étre plus dangereuses sur la santé humaine
(Chen, et al.,2015); la seconde implique la circulation de déterminants génétiques conférant
une résistance antimicrobienne. Ces déterminants peuvent étre transférés horizontalement de
souches bactériennes résistantes a des souches bactériennes sensibles, parfois entre des

membres de genres différents, et souvent apres de trés courts contacts (Motarjemi et al., 2014).

1- Résistance des Staphylocoques
S. aureus est un agent pathogéne qui peut nuire a la santé humaine et animale en provoquant de
graves lésions nécrotiques, abceés, endocardite, bactériemie et toxi-infections alimentaire
(Kamal, Bayoumi, et Abd EIl Aal, 2013). Un grand nombre de maladies d'origine alimentaire
signalé dans le monde est associe a des infections a Staphylocoques (Safarpoor Dehkordi et

al., 2018 ; Safarpoor Dehkordi et al., 2017).
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Dans cette étude, S.aureus et SCN ont été isolés avec des fréquences variables dans différents
types d'échantillons. La résistance des souches isolées a partir des aliments, des surfaces et des
manipulateurs d’aliments a été étudiée afin d’évaluer le taux de contamination des aliments par
des bactéries multirésistantes et le risque potentiel de transmission.

Cette étude a montré des niveaux élevés de résistance des staphylocoques aux antibiotiques
testés ( en suivant les recommandations de (EUCAST, 2019). En fait, 100% des S.aureus isolés
ont présenté une résistance a l'oxacilline et a la pénicilline G (béta-lactamines). Ce résultat est
similaire aux résultats ultérieurement obtenus sur des isolats de S. aureus d'origine alimentaire
en Thailande, en Italie, en Inde et au Bangladesh (Bunnueang et al., 2015 ; Islam et al., 2019 ;
Sundararaj et al., 2019 ; Traversa et al., 2015). De plus, les taux de résistance a la céfoxitine
(92,36%), a I'acide fusidique (74,36%), a la tobramycine (44,7%), a la ciprofloxacine (33,94%),
a l'ofloxacine (8,96%), a la gentamycine (2,84%) et au triméthoprime- sulfaméthoxazole
(2,84%) étaient similaires a ceux obtenus dans une étude menée en 2017 dans une cuisine d'un
hopital iranien. Dans ce contexte, les taux de réesistance étaient : 100% pour la peénicilline,
30,94% pour la ciprofloxacine, 7,96% pour I' ofloxacine , 4,84% pour la gentamycine et 2,78%
pour le triméthoprime- sulfaméthoxazole (Dehkordi et al., 2017). Cependant, ils sont
supérieurs a ceux obtenus par les mémes auteurs en 2018 (Dehkordi et al., 2018) et a ceux
déterminés par d'autres études menées aux Etats-Unis, en Pologne, en Inde, en Chine et en
Espagne (Alnakip et al., 2019 ; Fijatkowski et al., 2016 ; Hanson et al., 2011 ; Wu et al., 2019 ;
Zehra et al., 2019). Cette résistance élevée peut s’expliquer par une utilisation accrue de
désinfectants ou par une utilisation d'agents antimicrobiens et de conservateurs ayant des
propriétés antimicrobiennes dans I'agriculture et dans les industries alimentaires. En raison de
I'utilisation de fumier / boue organique et de l'irrigation des eaux usees ou de I'eau récupeérée
dans les terres agricoles, une quantité importante d'antibiotiques, tels que la tétracycline et les

quinolones, se trouvent dans les sols, ce qui peut augmenter la quantité d'antibiotiques dans la
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chaine alimentaire, induire une résistance et méme une résistance croisée avec d’autres
antibiotiques (Oniciuc et al., 2019).

Les résultats obtenus montrent la présence d’un grand nombre de profils de résistances aux
antibiotiques indépendamment de l'origine de 1’échantillon suggérant ainsi des origines ou
sources de contaminations multiples. Le niveau de résistance le plus élevé est observe dans les
isolats obtenus a partir des prélevements des manipulateurs et est en accord avec les résultats
de Acheck et coll. (Achek et al., 2018). En effet, tous les S.aureus isolés a partir des voies
nasales étaient résistants a ’acide fusidique, au triméthoprime sulfaméthoxazole, a la
norfloxacine, a I'oxacilline et a la pénicilline G. lls présentent en majorité une résistance a
I'ofloxacine (80%), a la tobramycine (60%) et certains présentent une résistance a la
ciprofloxacine (50%), a la cefoxitine (50%) et a la gentamycine (30%). Des résultats similaires
ont été notés chez des manipulateurs d'aliments en milieu hospitalier iranien et qui ont montré
que toutes les souches de Staphylococcus étaient résistantes aux pénicillines (100%) et
présentaient des taux de résistance élevés a I'ofloxacine (88%), a la tobramycine (73,90%), a la
ciprofloxacine (70%) et a la céfoxitine (50 %) (Dehkordi et al., 2017). Tandis qu'en Chine
O'Donoghue et al. ont noté un trés faible pourcentage de résistance a la pénicilline chez les
travailleurs du secteur alimentaire (1,1%) (O’DONOGHUE et al., 2015). En général, les taux
de résistance les plus élevés associé au portage nasal dans le monde sont signalés chez les
manipulateurs d'aliments exposés au bétail et/ou aux viandes crues (Osman et al., 2016).
Tous les isolats de S.aureus détectés dans les mains du personnel présentent une résistance a
I'acide fusidique et au triméthoprime- sulfaméthoxazole et un taux élevé présente une résistance
a I’ofloxacine, a la norfloxacine et a la tobramycine (90%, 90% et 70% des cas respectivement).
Cependant, la majorité des isolats étaient sensibles a la gentamycine, la ciprofloxacine et la
cefoxitine. En fait, la résistance a la pénicilline G et a I'oxacilline de tous les isolats obtenues

des voies nasales et des mains des manipulateurs peut étre liée au fait de la large utilisation de
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ces antibiotiques dans la plupart des infections a staphylocoques (Kamal, Bayoumi, et Abd El
Aal, 2013). De méme, les taux élevés de résistance dans les isolats d'origine humaine peuvent
étre liés a la large utilisation d'antibiotiques de la familles des B-lactamines soit en thérapie soit
en élevage (Ferreira et al., 2014). En fait, I'exposition des manipulateurs d'aliments aux
produits d'origine animale (par exemple les viandes crues) pourrait augmenter le degré de
colonisation (Hoet et al., 2011) en grande partie si les manipulateurs d'aliments ne respectent
pas les pratiques d'hygiene (Castro et al., 2016).

La résistance a la méthicilline (oxacilline et / ou céfoxitine) est liée au gene mecA. Son transfert
horizontal du S. aureus au SCN représente un risque pour la santé publique, en particulier s'il
est transferé a des souches capables de survivre, d'envahir et de se propager au sein de la
population humaine (Alnakip et al., 2019).

Le statut du géne mecA a été déterminé pour tous les isolats de S. aureus et SCN
phénotypiquement résistants a la céfoxitine. Les résultats montrent un taux éleve de portage de
ce gene dans les isolats de Staphylococcus ( 7/27 = 25%) obtenus a partir des préléevements
nasaux et particulierement des S.aureus (75% (3/4) vs 15% (3/20) pour SCN). En revanche,
certaines études en Iran ont révélé que 50% des Staphylocoques résistants a la céfoxitine
hébergeaient le gene mecA (Safarpoor Dehkordi et al., 2017) tandis qu'une étude turque a
révélé que uniquement 14% (7/50) des staphylocoques isolés hébergeaient ce géne (Karahan
et al., 2019). Dans notre étude, une faible corrélation entre le profil phénotypique et
génotypique de la résistance a la méthicilline a été notée. Cette constatation a également été
rapportée en Gréce (Papadopoulos et al., 2019), en Pologne (Fijatkowski, Peitler, et
Karakulska, 2016) et en Algérie (Achek et al., 2018). En outre, ces auteurs soulignent
également les différences entre les déterminants génétiques et les mécanismes de résistance aux
antimicrobiens dans les SCN ou S.aureus associés aux aliments (Fijatkowski, Peitler, et

Karakulska, 2016).
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Actuellement, la multirésistance est une des caractéristiques les plus importantes des isolats de
SARM. Dans cette étude, le taux de multirésistance semble étre plus élevé que celui déterminé
dans de nombreuses études menées sur les isolats de SARM d'origine alimentaire en Grece
11,1% (Papadopoulos et al., 2019), en Egypte 5,26% (Kamal et al.,2013), en Thailande
(Bunnueang et al., 2015), en Italie 0,77% (Traversa et al., 2015) et en Espagne 2,38% (Alnakip
et al., 2019) mais comparable aux résultats notés en Chine (Wu et al., 2019).
En Fait, 321 souches de Staphylococcus ont été isolées et 34 profils de multirésistance ont été
déterminés principalement dans des échantillons alimentaires. Cette multiplicité de profils qui
est indépendante de l'origine de I'échantillon indique une grande diversité génétique des isolats.
Ce résultat est différents de celui obtenu en Turquie ou seulement 4 profils de résistance ont été
obtenus aprés analyse de 154 isolats de S. aureus (650 échantillons d’aliments ) (Karahan et
al., 2019). Cette comparaison laisse supposer que la grande différence dans le nombre de profils
pourrait étre lié a plusieurs facteurs : i) multiplicité des origines des denrées alimentaires ii)
non-respect des procédures d'hygiéne dans les locaux de cuisine iii) non-respect des pratiques
d'hygiene par les manipulateurs de nourriture, IV) utilisation accrue d’antibiotiques en élevage.
En effet, les béta-lactames sont largement utilisés comme facteurs de croissance courants en
médecine vétérinaire (Alnakip et al., 2019 ; Hudson et al., 2017 ; Sergelidis et al., 2017).
Cette multirésistance obtenue dans des isolats a partir des produits destinés a une communauté
vulnérable et immunodéprimée pourraient présenter de grands risque pour la santé des patients
surtout lorsqu’il s’agit de SARM.

2- Etudes de la résistance des entérobacteries

e E.coli

La résistance d’E. coli aux antibiotiques est un sujet qui est revu en permanence et de multiples
études sont publiées chaque année avec de nouvelles données sur l'acquisition de génes de

résistance et I'émergence de nouvelles souches capables d'hydrolyser les - lactamines et les
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céphalosporines de nouvelle génération (Kennedy et al., 2018 ; Ntuli et al., 2017). Cependant,
la résistance aux antibiotiques de ces bactéries dans les aliments hospitaliers n'a pas été
largement étudiée.

Dans cette enquéte, tous les isolats d’E.coli étaient résistants a I'ampicilline et a I'amoxicilline
et une grande partie des isolats ont présenté une résistance a 1’acide nalidixique (61,62%) et au
céfotaxime (59,49%). Ces taux de résistance sont similaires a ceux rapportés par Ranjbar et
coll. obtenu dans E. coli isolé des aliments hospitalier (Ranjbar et al., 2017 ; Ranjbar et al.,
2019). En fait, les isolats obtenus a partir des viandes crues affichaient les taux de résistance
aux antibiotiques testés les plus élevés parmi tous les types d'échantillons alimentaires. Ce
résultat n'est pas surprenant car une étude antérieure menée au Maroc a montré que les isolats
obtenus a partir du poulet cru présentaient une résistance élevée a I'amoxicilline (90,9%)
(Rahmatallah et al., 2016). Ce résultat pourrait étre lie a l'utilisation d'antibiotiques a des fins
thérapeutiques ou préventives chez le bétail et dans les élevages. En fait cette pratique est une
mesure nécessaire et légale pour assurer un gain économique aux producteurs de poulets.
Sachant que E.coli présente une grande capacité d'échange du matériel génétique, I'utilisation
de tétracycline et Ampicilline chez le bétail (comme le Cas au Maroc) et dans 1’élevage
contribuent & la propagation de la résistance (Rahmatallah et al., 2018 ; Skippington et Ragan,

2011).

Les isolats obtenus a partir des mains des manipulateurs d'aliments ont montré des taux de
résistance les plus élevés parmi tous les autres isolats. Ce résultat réaffirme les résultats d'études
concluant que les isolats humains sont plus résistants que les isolats alimentaires (Day et al.,
2019). En effet, une étude menée au Qatar a montré que 59% des manipulateurs d'aliments sains
portaient des E.coli résistants dans leurs mains et 27% étaient multirésistantes (Eltai et al.,
2018). Le fait que des personnes sains manipulant des aliments puissent étre porteurs de E. coli

multirésistantes représente un risque important pour la santé publique de la population générale
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en raison de la possibilité de leur dissémination par le biais d'aliments contaminés (Eltai et al.,

2018).

Indépendamment des sources d'échantillon, les isolats d’E.coli présentent une résistance a la
plupart des antibiotiques testés. Chaque isolat est résistant a au moins 2 antibiotiques. Un total
de 43 profils de multi-résistance a été obtenu. Le profil montrant la résistance a « AMC, AMP,
CN, SXT, NA, IPM, CAZ, CFM » a éte le plus prédominant. La forte prévalence de ce profil
pourrait s'expliquer par le fait que les béta-lactamines et les céphalosporines sont largement
utilisees comme facteurs de routine pour la croissance des animaux (Hudson et al., 2017 ; Kok-
Fai Kong et al., 2011 ; Schwarz et al., 2001).

L’identification d’E.coli productrice de BLSE a été réalisée sur des isolats présentant une
résistance réduite a la céphalosporine de troisieme génération. Les résultats montrent qu'aucun
des isolats étudies n'a produit de BLSE, tandis qu'un grand nombre d'études ont leur
identification avec des taux important, en particulier chez des animaux producteurs d'aliments
comme le poulet, le beeuf, le porc (Kaesbohrer et al., 2019 ; Kennedy et al., 2018 ;
Kuralayanapalya et al., 2019 ; Ntuli et al., 2017 ; Sapkota et al., 2019). L'absence de BLSE est
un point positif car l'aliment est essentiellement destiné aux patients immunodéprimés.
Cependant, 27,7% des isolats d'E.coli produisaient de la carbapenemase. Par conséquent,
I'émergence d'un nombre croissant de bactéries productrices de carbapenemase dans les
aliments ou l'environnement est une préoccupation importante pour le secteur de la santé
publique. L'Organisation mondiale de la santé (OMS) considere les céphalosporines comme
des antimicrobiens «d'une importance critique» étant donné qu'elles représentent le dernier
choix de traitement en médecine humaine pour les infections bactériennes multirésistantes
(Irrgang et al., 2019 ; World Health Organization & Advisory Group on Integrated Surveillance

of Antimicrobial Resistance (AGISAR), 2017).
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Les résultats de notre étude indiquent que les patients pourraient étre exposés a des E. coli
multirésistantes a travers 1’alimentation. Une surveillance étroite de la virulence et de la
résistance antimicrobienne de ces populations bactériennes est nécessaire, afin de mieux
comprendre leur risque potentiel sur la santé publique.

e Autres entérobactéries
D’autres espéces d’entérobactéries ont été€ isolées durant cette étude avec des taux plus faibles
et qui sont : Enterobacter sakazakii, Citrobacter freundii, Serratia marcescens Serratia
odorifera et Raoultella ornithinolytica.
Les espéces de Citrobacter freundii provoquent fréquemment des infections nosocomiales et
deviennent de plus en plus multirésistantes. Dans notre étude, la majorité des isolats (87,5%) ont
exprimé une résistance vis-a-vis de 4 antibiotiques au moins. Ce taux de résistance est
relativement supérieur a celui obtenu dans une étude menée en Chine (Liu et al., 2017) ou la
moitié des isolats présentait une multirésistance a 3 antibiotiques. La nourriture peut étre une
source importante de transmission d'especes de Citrobacter freundii multirésistantes vers les
humains causant par conséquent une variété d’infections avec un risque de mortalité
potentiellement élevé.En effet, Citrobacter peut provoquer des infections des voies urinaires,
une gastro-entérite, des infections des plaies, une pneumonie et une méningite. Vu que ce germe
peut étre transmis par les aliments, il est nécessaire de prendre les mesures adéquates pour
réduire l'incidence des isolats multirésistantes.
Pour les espéces d’Enterobacter sakazakii, la totalité des souches étaient résistantes a
I’association amoxicilline / acide clavulanique, et a I’ampicilline. Ainsi, 75% des souches étaient
résistantes a la gentamicine. Les mémes résultats ont été rapportés dans une étude a Nigeria
(Oluyege et al., 2009). Les isolats d Enterobacter sakazakii ont exprimé des taux de resistance
élevés vis-a-vis a I’ensemble des antibiotiques testés, une résistance multiple vis-a-vis d’au

moins 5 antibiotiques a été détectée chez les isolats de cette espéce. Des résultats similaires ont
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été rapportés dans une étude a Nigeria (Oluyege et al., 2009). En fait, les aliments tels que les
produits laitiers, la viande, les légumes et les fruits constituent un réservoir important des
Enterobacter sakazakii (Jacobs et al., 2011). Ce dernier est un agent pathogéne responsable de
maladies potentiellement mortelles, d’ou la nécessité d’une surveillance intensive tout au long
de la chaine de production alimentaire pour prévenir leur transmission vers les humains. Pour
les especes Serratia marcescens, la totalité des isolats ont exprimé une résistance multiple vis-
a-vis d’un antibiotique au moins. En outre, la moitié¢ des isolats ont exprimé une résistance vis-
a-vis de 7 types antibiotiques (tous les antibiotiques testés sauf 1’imipenéme). Vu le manque des
études similaires et en comparaison avec une étude brésilienne portant sur la résistance des
Serratia marcescens isolées a partir des produits laitiers (Amorim et al., 2018), nos résultats
montrent des niveaux de résistance relativement élevés. En fait, tous les isolats présentaient une
résistance a au moins un des antibiotiques testés et seulement 55% d'entre eux étaient
multirésistantes. Cependant, cette différence peut étre due au fait que la plupart des produits
laitiers étudiés étaient pasteurisés. Les espéces de Serratia odorifera et Raoultella
ornithinolytica sont rarement isolées a partir des aliments et leur présence est souvent négligée.
Par contre, dans la présente étude, ces espéces ont montré une multirésistance vis-a-vis de 4
antibiotiques au moins. Ainsi, un nombre élevé d’isolats résistants vis-a-vis de I’ensemble des
antibiotiques testés a été¢ détecté. Ces deux germes sont responsables d’un large éventail de
maladies touchant principalement les personnes vulnérables ou présentant une immunité
affaiblie y compris les patients hospitalisés pour lesquelles les aliments seront servis (Gillespie
et al.,2006). Ceci implique que les aliments servis peuvent présenter un risque pour les patients
et qu’un contrdle continu des aliments est nécessaire afin de réduire le risque.
3- Etudes de la résistance des entérocoques
Récemment, une grande attention a été portée aux entérocoques en tant que réservoirs et

véhicules de résistance aux antibiotiques. Cela est di a leur abondance dans l'intestin de la
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plupart des mammiféres, a leur capacité a développer facilement une résistance aux
antimicrobiens et au fait qu'ils sont identifiés comme la cause d'un nombre d'infections
nosocomiales (Arias et al., 2012 ; Foulquié Moreno et al., 2006 ; Wilcks et al., 2005. Les
études sur l'isolement et la caractérisation des entérocoques dans les aliments sont trés limitées.
Ainsi, cette étude est 1'une des rares qui visent a déterminer la prévalence et la résistance aux
antibiotiques des espéces d'entérocoques, y compris E.faecalis, E.faecium et E.casseliflavus

isolés a partir de divers aliments.

La prévalence de la résistance aux antibiotiques a été déterminée. Les trois especes isolées
(E.faecalis, E.faecium et et E.casseliflavus) étaient résistantes au Triméthoprime /
Sulfaméthoxazole (SXT) avec un taux de 100%. En outre, plus de la moitié des isolats d'E.
faecalis étaient résistants a I'érythromycine (53,65%) et a la tétracycline (51,21%) et 41,46%
présentaient une résistance a la vancomycine (ERV). L'espéce E.feacium était principalement
résistante a la tétracycline (70,96%), a I'ampicilline (58,06%) et a I'érythromycine (51,56%)
tandis que la plupart des isolats d’E.casseliflavus présentaient une résistance a la tétracycline
(70%), la vancomycine (70%) et la kanamycine (53,65%). Des résultats similaires ont été notés
en Corée du Sud (Kim et al., 2020). Cependant, une étude menée au Brésil a indiqué que toutes
les souches isolées a partir d’aliments étaient sensibles a la vancomycine et que peu de cas
montraient une résistance globale aux antibiotiques (Gomes et al., 2008). En outre, une étude
marocaine menée sur les produits laitiers en 2008 a montré des taux de résistance élevés a la
tétracycline (86,96%) et a la lévofloxacine (60,8%) ce qui est en accord avec nos résultats.
Cependant, elle a montré que toutes les souches étaient sensibles a I'ampicilline, résultats
discordants avec les résultats de la présente etude (Valenzuela et al., 2008). Cette différence
peut s'expliquer par i) I'évolution du profil épidémiologique des entérocoques dans le temps (de

2008 a 2018) et I'acquisition de plus de résistances ; ii) la différence des types d'aliments etudiés.
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Dans la présente étude, 82 isolats d’entérocoques ont €té isolés et réparties en 46 profils de
résistance. Les profils les plus rencontrés étaient ceux présentant une résistance a «TE, AMP,
SXT» et «TE , VAN, AMP, SXT, ERY » avec un taux de 7,3% pour chacun. La multiplicité
des profils de résistance aux entérocoques indique une grande diversité génétique des isolats.
Cette constatation laisse supposer que la grande différence dans le nombre de profils pourrait
étre liée a: i) les différentes origines des aliments telles que rapportées par Bouymajane et coll.
(Bouymajane et al., 2018); ii) la manipulation des aliments par plusieurs personnes au cours du
processus de préparation, ce qui augmente le risque de contamination par plusieurs souches; iii)
la grande capacité des entérocoques a échanger du matériel génétique qui a conduit a
I'acquisition d'une résistance a un grand nombre d'antibiotiques. En fait, la résistance
intrinséque des entérocoques a une grande variété d'antibiotiques est I'un des facteurs
specifiques qui expliquent leur virulence (Chaj¢cka-Wierzchowska et al., 2017 ; Gomes et al.,
2008). La détection de ces entérocoques multirésistants dans notre étude et la présence de 56,1%
de souches résistantes a lI'ampicilline et 78% a la tétracycline peut étre liée au fait que
I'utilisation d'antimicrobiens comme molécules thérapeutiques ou préventives chez le bétail et
dans 1’¢levage qui est devenue largement utilisée (pour assurer un gain €économique aux
producteurs) et les activateurs de croissance antibactériens qui sont encore autorisés. Méme si
les données epidémiologiques sur I'utilisation des antibiotiques au Maroc restent tres limitées a
indéfinies, certaines études ont montré que la tétracycline et I'ampicilline sont largement
consommeées, ce qui conduit a une propagation de la résistance, en particulier les entérocoques
ont une grande capacité a échanger du matériel génétique (Rahmatallah et al., 2018).

Le mode d’acquisition de la résistance a la vancomycine semble étre différent selon les régions
géographiques. En Europe, elle est attribuée a I'utilisation d'agents antimicrobiens comme
promoteur de croissance tandis qu'aux Etats-Unis, elle est accordé a la large utilisation

hospitaliere de la vancomycine (Brown et al., 2017 ; Camargo et al., 2014). Méme si une étude
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récente menée au Maroc montre la non-utilisation de la vancomycine comme promoteurs de
croissance (Rahmatallah et al., 2018), 51,21% de nos isolats montrent cette résistance. Ce taux
de résistance, en particulier dans les produits alimentaires destinés a la structure hospitaliére,
est une préoccupation alarmante car cet antibiotique est consideré comme la méthode de recours
final pour traiter les infections a entérocoques multirésistantes (Lee et al., 2019 ; Ranotkar et
al., 2014). Il est également intéressant de noter qu'une étude précédente (2016) menée sur la
transmission d'ERV dans une communauté marocaine, montre que seulement 21% des
entérocoques étaient des ERV (Hannaoui et al., 2016). Ainsi, malgré le fait que les origines
des isolats soient différentes, la différence des taux d’ERV ne suppose qu’une évolution de la
résistance a la vancomycine au fil du temps. Ainsi, des programmes de surveillance des ERV

sont nécessaires.
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Ce travail fournit les premieres données relatives aux connaissances en matiére de sécurité
sanitaire alimentaire et de son impact sur la qualité bactériologique des repas hospitaliers au
Maroc. Il montre que le niveau de connaissances de base des manipulateurs en matiere
d’hygiéne (avant le suivi de formation) est faible. Cependant, I’offre de formation en matiére
d’hygiéne permet une amélioration trés notable des connaissances. De méme que 1’analyse
architecturale de la cuisine centrale montrait des defaillances qui présentent un risque
supplémentaire a la contamination des produits (une intersection des circuits entre produits
préparés avec les déchets et les matiéres premicre). Le réaménagement de 1’espace (séparation
des circuits et le revétement des murs et des sols etc.), ont permis de corriger ces défaillances.
En fait, les actions menées en matiére de formation et réorganisation architecturale ont montré
leur efficacité puisqu’une nette amélioration de la qualité hygiénique des aliments a été notée.
En effet, I’évaluation de La qualité microbiologique des aliments a montré que dans I’ensemble
71.61% des plats ont été conformes aux normes en vigueur

La non- conformité de la qualité microbiologique des aliments aux normes marocaines était
principalement due aux coliformes fécaux suivit de la flore aérobie mésophile totale.
Cependant, Listeria monocytogenes et Salmonella spp n’ont été détecté dans aucun échantillon
analysé aussi bien avant qu’aprés la formation. L’évaluation de la qualité hygiénique des
surfaces a montré que le taux moyen de bactéries varie d'un échantillon a l'autre, allant de
3,94log1l0 UFC/cm? a 1,56logl0UFC /cm?2 pour les bactéries aérobies mésophiles, de
1,071og10UFC/cm? a 3,871og10UFC/cm? pour Staphylococcus aureus et de 0 a 5,191o0g10UFC
/ cm2 pour les Enterobacteriaceae. Les préléevements nasaux et des mains ont révélé la présence
d’un taux important de staphylococcus et de germes indicateurs de contamination fécale

respectivement. Le mangue du systeme HACCP dans cette structure présente des conséquences

175



Conclusion générale

négatives sur I'état d'hygiéne. De ce fait, des mesures correctives sont nécessaires surtout que
les aliments sont préparés aux patients et risquent d’étre a I’origine d’infections nosocomiales.
Le Sérotypage moléculaire des E.coli isolées de I’ensemble des prélévements a révélé I’absence
du sérotype H70157. Les souches H7 * non 0157 ont été isolées avec un faible taux (2,41%).
Dans cette etude, et malgré la limitation liée a la non détermination de la présence des genes de
la Shiga toxine, la détection d’E.coli H7+ non -O157 dans les aliments destinés aux patients
vulnérables constitue un risque ¢élevé d’infection La détection de cette souche et sa
caractérisation doit étre recommandés.

L’analyse des profils de résistance des bactéries isolées a partir des 3 matrices : aliments,
surfaces et manipulateurs d’aliments a montré des taux de résistance trés importants. En effet,
100% des isolats de S.aureus étaient résistants aux pénicillines. Tous les isolats d’Entérococcus
présentaient une résistance au Triméthoprime / Sulfaméthoxazole (SXT) et prés de leur moitié
présentaient une résistance a la tétracycline, 41,46% étaient résistants a la vancomycine et
53,65% a I'érythromycine. Alors que 100%, 90,2%, 60,7%, 70,5%, 67,2%, 50,8%, 42,6% et
27,9% des isolats d’entérobactéries étaient résistants a 1’association amoxicilline/acide
clavulanique, D’ampicilline, la ceftazidime, le céfixime, la gentamicine, [’association
triméthoprime-sulfaméthoxazole et a I’imipenéme respectivement. La multirésistance a été
détectée chez la majorité des bactéries isolées. La présence de bactéries multirésistance dans
des produits destinés a la consommation par communauté vulnérable et immunodéprimée
pourrait présenter de grands risques pour leur santé. La multiplicité des profils
d’antibiorésistance observé montre une grande variabilité de 1’origine de contamination et
probablement une contamination a différents niveaux de la chaine de préparation des aliments.
Ceci pourrait avoir de graves conséquences non uniquement sur le consommateur,
indépendamment de son statut immunitaire, mais aussi sur 1I’épidémiologie et I’évolution de la

résistance des micro-organismes.

176



Conclusion générale

Cette étude met le point sur la nécessité de la surveillance de la qualité hygiénique des repas
présentés dans les établissements de soins au Maroc. Elle a souligné les défis auxquels le secteur
d’hygiéne alimentaire est confronté pour surmonter les problémes de sécurité sanitaire des
aliments et les actions nécessaires pour éliminer les dangers alimentaires potentiels qui
surviennent lors du processus de préparation des aliments.

Afin de de garantir une préparation d’aliments de bonne qualité hygiénique, la gestion proactive
de I'hdpital doit se concentrer sur la prévention des dangers alimentaires plutdt que de réagir
aux problémes de sécurité sanitaire des aliments aprés leur apparition. Une mise en ceuvre
robuste des processus HACCP dans les hdpitaux marocains est nécessaire pour garantir la
sécurité sanitaire des aliments tout au long de la chaine d'approvisionnement alimentaire ainsi
que la formation continue des manipulateurs d’aliments pour prévenir les infections

nosocomiales d’origine alimentaire.
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Perspectives et recommandations

Le présent travail a permis d’évaluer le niveau de connaissances en bonnes pratique d’hygiéne

chez les manipulateurs et son impact sur la qualité hygiénique des aliments préparés dans une

structure hospitaliere marocaine. Il a aussi permis de déterminer la prévalence des germes isolés

a partir des aliments, surfaces et personnel, leur caractérisation biochimique et moléculaire ainsi

que leur profil de résistance aux antibiotiques.

A la lumiére des résultats de ce travail nous nous proposons d’établir un certain nombre

de recommandations et qui feront aussi objet de perspectives :

Procéder a I’instauration du systtme HACCP dans cette structure ;

Réévaluer les connaissances d’hygiéne chez le personnel de maniére continue ;

- Assurer des formations continues en matiére d’hygiéne alimentaire ;

Suivi des profils de résistance aux antibiotiques des isolats obtenus a partir des
différentes matrices.

Sur le plan recherche, les perspectives seraient de :

Détermination des sérotypes de E.coli et du statut des genes codant pour les Shiga-
toxines ;

Typage moléculaire des staphylocoques et identification des Staphylococcus a
coagulase négative ;

Recherche des génes de virulence chez les entérocoques ;

Détermination des mécanismes de résistance pour toutes les souches isolées.
Réalisation d’une étude comparative entre les profils de résistances des isolats obtenus
a partir des trois matrices avec ceux obtenus chez les patients hospitalisés durant la

méme période.
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Annexe 1 : Les Arrété conjoint fixant la liste et les limites des critéres microbiologiques autorisées dans les produits primaires
et les produits alimentaires.

Arréte conjoint du Ministre de I’Agriculture et du Développement Rural,
du Ministre de la Santé et du Ministre de PIndustrie, du Commerce et des
Télécommunications n°1737-02 relatif aux normes microbiclogiques
auxquelles doivent répondre les denrées animales ou d’crigine animale.

Le Ministre de I'Agriculture et du Développement Rural,
Le Ministre de la Santé,
Le Ministre de I'Industrie, du Commeres et des Télécommunications,

Vu le dahir portant loi n® 1-75-291 du 24 chaoual 1397 (8 octobre 1977) édictant des mesures
relatives 2 J'inspection sanitaire ct qualitative des animaux vivants ct des denrées animales ou
d'origine animale ;

Vu le décret n® 2-98-617 du 17 Ramadan 1419 (5 janvier 1999) pris pour I'application du
dahir portant loi n® 1-75-291 du 24 chaoual 1397 (& octobre 1977) susvisé, notamment son
ariicie 15 . 4
ARRETENRT

Article premier: Pour étre reconnues propres a la consommation, les denrées
animales ou d’origine animale doivent répondre aux normes microbiclogiques
fix¢es aux tableaux annexés au présent arrété. Elles doivent, en ouire, &tre
exemptes des microorganismes ou toxines dangereuses pour la santé publique.

Article 2 : Le présent an€té, sera publié au bulletin officiel.
Fait a Rabat, le

Le Miaistre de PAgriculture et du Développement Rural\\ i 0 8 AVR 2004

MENSER

Le Mipistre de la Sanié

Le Minfstre gés
/

kh BIADILLAK

Dr Mohaxie
=

L¢ Ministre de Pindustrie, du Commerce et des Télécommunications
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ANNEXE I

Les normes microbiologiques apxquelles doivent répondre
‘les:denrées animales ot1 d’origine animale

1°- Les nonnésfmicrobiologiques relatives aux viandes de boucherie sont les
suivantes:

\ Micro- Coliformes | Coliformes | Staphylo- | Anzaérobles | Saimonella/ | Listéria
DESIGNATION organismes 30% gr. fécaux coccus sulfito- 25 gr. monocyto-
aérobies 44° gr. Igr. éducts genese
30%/gr. 46°C /gr. 125 gr.(3)

. o = - - 2 Absence Absence

Carcasses ou coupes
de demi-gros,

m,::u M - - - 20 Absence, Absence

oongie;éei : ; w=5,c=2 | o=5,c=0 n=35, ¢=0

S m 10° 2 Absence Absence

i %““dwm”m” :‘e‘ M 10° ; 20 Absence Absence

réfrigérées ou n-S, c=2 n-rS, c=2 n-S, c=0 n=5, c=0

__
Portigns unitaires m - - 3.10° 10° 10 Absence Absence
%M]W M - - 3.10° 10° 10° Absence Absence
igérées ou o5 = =t

congelées et portions p=5,c=2 | n=5,c=2 | ©=5,c=2 | n=5,c0 n=5,c=0
unitaires de commerce
de détail réfrigérées ou

‘congelées
_12)

(1) Le prelevement est effectué en profondeur apré ba' satron de la surface.
(2) = Le prélévement concerne ia profondeur etla surfaoe sans cautérisation.
(3) = La recherche n'est effectuée que si le service de oontn‘)le demandeur I'exige.

m = Tous les résultats égaux ou inférieurs sont oonsidérés satisfaisants.

M = Seuil limite d'acceptabilité, au dela duquel les résultats ne sont pius considérés
comme satisfaisants, sans que pour autant le produit soit considéré comme
toxique.

Les valeurs de M sont fixées & :

M = 10 m lors du dénombrement effectué en milieu solide;

M =30 m lors du dénombrement effectué en milieu liquide;

n= nombre d’'unités compesant I'échantillon ;

¢= nombre d'unités de I'échantillon donnant des valeurs situées entre m et M.

#
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2°-Les normes microbiologiques relafives aux viandes hachées, aux viandes
cuites, aux viandes séparées mécaniquement, aux produits de charcuterie, aux
plats cuisinés et aux potages déshydratés sont les suivantes:

DESIGNATION Micro- Coliformes | Coliformes | Staphylo~ | Anaérobles Usticia
organismes 30%7 gr. bcaux coccus sutfito- Satmoneila | monocyto
‘aérobles A4 gr. sureus réducteuwrs | dans2Sgr. | genese
%. ige. 46°C Igr. Dans 25
-Viandes hachées 3 | m 5.1 - 100 (E.coli) 100 10 Absence/10 | Absence/10gr
— : BT
- S10° = 5107 5107 07 Absence | Absence
viandes et o=5, c=2 =5, c=2 n=5, c=1 =5, c=1 ‘-s. c=2 =5, c=2
les marcasux de
moins
de 100
;F-w-l-_‘..:l m 110 10° 10 10 30 Absence Absence
‘svance (E.coli 5
e AT 1w 0 107 10 3107 | Absemce | Absence
" hachées ou non. 5,022 | n=5,c=2 | o=5,c=2 | =5, c=2 =5, c=2 | n=5,c=0 o=5, c=0
- Préparations m 3.10° 10° 10 10 30 -_Absence Absence
s 1N 10° 107 107 3107 Abscace | Absence
A o5, c=. =5, c=2 =5, c=2 =5, c=2 =5, c=2 =5, c=0 =5, c=0
- [ m 310" 107 10 107 30 Absence | Absence
Cullsiaiosn cruse M 310 10° 107 10° 3.10° Absence Absence
g e o502 | a=5.c2 | we5.c2 | a=5.c2 | w5, o2 | weSs,co0 | oms.c0
fromage cru : » (1)
pizzas , roulés .,
Prodults de m - - 107 5.107 50 Absence Absence
d-lg-l e, M - - 107 510’ 5.107 Absence Absence
. dessiccation et : n=5,c=2 | n=5,c=2 | n=5,c=2 n=5, c=0 n=5, c=0
consommer en "état
Pmd-h.:.-‘::m m - - 107 5.107 50 Absence Absence
hrhng M - - 10° 510" 5107 Absence Absence
non - =5, c=2 =5, c=2 n=5, c=2 =5, c=0 =5, c=0
Produits de m 3.10° 10° 10 107 30 Absence Absence
charcuterie cuits , 1
| e M| 1@ 107 107 107 310" | Absence | Absence
=5, c=2 =5, c=2 n=5, c=2 =5, c=2 =5, c=2 =S5, c=0 =5, c=0
Jambon cuit entler m 10* 10 Absence Absence Absence Absence Absence
M 10° 10° Absence | Absence | Absence | Absence Absence
=5, c=2 =5, c=2 =5, c=0 n=5, c=0 n=5, c=0 =5, c=0 o=5, c=0
Potages déshydratés | m 3.10° 10° 10 107 30 Absence Absence
M 110 10° 10? 10° 110" Absence Absence
=5, c=2 =5, c=2 n=5, c=2 n=5, c=2 n=5, c=2 n=5, c=0 n=5, c=0
Viandes séparées | m 10° - 5.10° 10° 107 | Absence Absence
wbcamhuuament M 107 - 5.10° 10° 107 Abseace Absence
—— =5, c=2 o=5,c=2 | n=5,c52 | n=5,c=2 | Porc:/lgr | Porc:Ngr
=5, c=0 n=5, c=0

(1) : Il convient de vérifier si le dépassement de la flore mésophile par rapport au
critére défini ne s'explique pas par un taux important de la flore lactique
Pour les produits de charcuterie conditionnés sous pellicule plastique et sous vide, le
critére relatif aux mi

ismes aérobies 2 30°C (3.10°
s'applique qu'au stade de la fabrication (usine).

) par gramme ne

(2) = La recherche n'est effectuée que si le service de contréle demandeur I'exige.

-
‘
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’.
3°-Les normes microbiologiques relative7 aux viandes de volailles sont les
suivantes:
.
Micro- Colifarmes | Coliformes | Staphylo- | Anaérobies
DESIGNATION organismes 30% gr. fécaux coccus suffito- Salmonella
aérobies 44° gr. aureus réducteurs dans 25 gr.
30%gr. lgr. 456°C fgr.
Am - - - - - Absence
Volalllesel entiéres ttfriyl:r;i;es. {Muscles
congelees ou surgel mﬂux)
, ™ 5 = = = = Absence
n=5,C=0
‘Rétis , escalopes et paupiettes | m 5.10° - 10° 5.107 30 Absence/lg
cruspanésounon . . fing 5.10° B 10° 5.10° 3.10° Absence/lg
n=35, ¢=2 n=35, c=2 n=3, ¢=2 n=3, c=2 - =5, c={
Rétis cuits, entiers ou tranchés | m 3.10° = 10 10* 10 Absence
e - 107 10° 107 Absence
n=3, ¢= n=35,¢c=2 | n=5,c=2 =3, c=2 =5, c=0
Viande crue séparée m 10° : 5.10° 10° 10° Absence/lgr
mécastiguamon ™ 107 - 5.10° 10° 10° Absence
n=3, c=2 n=3,¢c=2 | n=5 c=2 n=5, ¢=2 n=3, c=0
;  Viande cuile séparée m 3.10° 2 10 10° 30 Absence
mécaniquement M| 3.10° < 102 10° 310° Absence
JEE . n=3, C= n=5,¢=2 | n=5,c=2 n=5, c=2 n=3, c=0
Fole gras cru de canardou | .m 5.10* 5.10° 105327 10 Absence
d'oianu,oucondiﬂqnngsg_u’ ™ s % . 510° 107 =
| n=5,¢=2
10°
T TR e
. n=5, c=2
B 10°
M | 10* .10 = Absence/lg
B : n=S,c=2 | n=5/¢=2 | n=5,c=2 n=5, c=0
Piéces de découpe de volailles | m 10 10%° 10 Absence
fumbte , sai0en o e N 107 10° 107 Absence
sous vide ou non, @ consommer
en l'état (2) n=5,c=2 | n=5,c=2 n=5, c=2 n=5, c=0

(1) : Ces critéres concernent la viande en surface (peau si la piéce de découpe en comporte) et

en profondeur (muscle).

(2) : Ces critéres concernent la viande en surface (peau si la pi¢ce de découpe en comporte) et

P

en profondeur (muscle).De plus pour ces produits : Aw inférieure 2 0,9.
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°-Les normes microbiologiques relatives aux escargots et cuisses de grenouilles sont les

suivantes :
Micro- Coliformes | Coliformes | Staphyio- | Anaérobies Listeria
DESIGNATION organismes 30°C fécaux coccus sulfito- Salmonella | monocytoge
aérobies fgr. 44°C aureus réducteurs | dans 25 gr. nese dans
30°C (igr) ¢ar) (ran) 46°C ( fgr) (25 gr)
ESW?::;‘ S - = 2 - 10°(1) | Absence Absence
SMeon Stwgelés {0y - - - - 3.10° Absence Absence
ou congelés o=Sie=0. | n=s5,c=0 =5, c=0
Escargots m 3.10° 10° 10 10° 30 Absence -
préparés{cuisinés) n=35, c=0
M 3.10° 10* 10° 10° 3.10° Absence -
n=35,c=2 | n=5,c=2 | n=5,c=2 | n=5,c=2 | n=5,c=2 | n=5,c=0
Culsu:“ = de| m 5.10° 10° 10 %(1) Absence Absence
grenouilles iches ) 3 b3
congelies i M 5.10 - 10 3.10 - Absence Absence
Stacieldon n=5, c=2 n=5, c=2 n=5, ¢c=2 n=5, ¢=0 n=5, ¢=0
(1) Seules les tolérances d’origine analytiques sont acceptées (plan & deux classes).
5°- Les normes microbiologiques relatives aux produits de la péche sont les suivantes
Micro- Coliformes | Coliformes | Staphylo- | Anaérobies Listeria
DESIGNATION organismes 30°C fécaux coccus sulfito- Salmonella | monocytoge
aérobies fgr. 44°C aureus réducteurs | dans 25 gr. nese dans
30°C (far) (gn) (fgr) 46°C { /gr) (25 gr)
- Tous crustacés y| m- 103 = 1 2= Absence Absence
Eoupes e crevettes [ 3 e [ z - 10 20 Absence Absence
congelés ou surnéés. < n=5, =2 ‘n=5, c=2 n=5,c=2 | n=5,¢=0 | n=5,c=0
m:rf‘?w:-s cuites| m [ . 10° - W0 107 10 Absence |  Absence
Hoes M 10° - 10° 10° 107 Absence | Absence -
e, S 1=5, c=2 n=5,c=2 | n=5,c=2 | n=5,c=2 | n=5,c=0 | n=5,c=0
s"q‘ﬂ"’ﬂ’ bivalves | m - - NPP=3.10° £ - Absence Absence
oursins pm =
vivants (1) (+ Vibric : e b
absence dans 25 gr) = x NPP=300 = - | Absence Absence
E.coli:230 n=5, c=0 n=35, c=0
Poissons tranch:sms. m 10° - 10 10%(3) 10 Absence Absence
ou non [ b b3
R e M 10 - 10 3.10° 10 Absence | Absence
de
- s =5, c=2 n=5,c=2 | m=5,c=0 | n=S,c=2 | n=5,c=0 | m=5,c=0
Poissons tranchés ,| m 5.10° - 10 10° 2 Absence |  Absence
s:":;;"m:":o;_l m::: M 5.10° - 10° 10° 20 Absence Absence
e D=5, c= p=S,c=2 | n=5,¢=2 | n=5,c=2 | n=5,c=0 | n=5,c=0
:efél;railio: & base| m 5.10° - 10* 107 10 Absence Absence
i "°'“°'l§ M 5.10° - 10° 10° 10° Absence | Absence
Sehon % n=5, c=2 n=5,c=2 | n=5,c=2 | n=S5,c= n=5, c=0 =S5, c=0
-Pﬁsslzs frais ou| m 5.10° - E.coli= = - Absence Absence
congel =
- Poissons fumés a T UL 12 4
fraid M 10 - 5.10 - - Absence(4) | Absence(4)
n=3, ¢=3 n=5, c=3 n=35, c=0 =35, c=0

(1) : Dans 100 ml de mélange de chair de mollusque et de liquide inter valvaire.

(2) : NPP= Nombre le plus probable, 5 tubes et 3 dilutions.
(3) : Seules les tolérances d'origine analytique sont acceptées (plan & deux classes).
(4) : Absence dans chaque échantillon de 50 grammes ou dans I’ensemble des 5 échantillons

de 250 grammes.

i

Annexes

195



C- AUTRES PRODUITS A BASE DE LAIT

Micro- Coliformes | Coliformes | Staphylo- Anaérobies | Salmonella Listeria
DESIGNATION organismes | 30°C /gr fécaux coccus sulfito- dans 25 gr. mono-
aérobies 44°C aureus réducteurs cylogenes
30°C /gr. Igr. Igr. 46°C /gr. dans 25 gr.
Poudre de lait m - 0 - 10 - Absence -
; M s 10 - 10 = * Absence -
n=5,c=2 n=3,c= n=5,c=(0
m é 0 E - - Absence Absence
Autres produits en poudre 2 25¢ lg
base de fait
M - 10 - - - Absence Absence
n=5,c=2 25g ig
n=5,c=0
Produits liquides & base de |m 510° 0 . - - Absence Absence
lait traités 25¢ |~ 1g
e e o M| 107 5 : . = Absence | Absence
{ lait concentré sucré : n=5,c=2 | n=5,c=2 n=5,c=0 1g
ajouter levures
+moisissures:
Absence dans 1 gramme)
Produits liquides a base de |m = 0 % = - Absence Absence
lajt me ] ‘1g
mm’qm-meﬂt o M - 5 - - - Absence Absence
n=5,c=2 n=5,c=0 lg
= 2 107 10° * Absence s
M - - 107128030 Absence .
25 n=5,c=2 | n=5.c=2 .. n=5,c=0
m| 310° [i0 1 10 Absence
M| 310 10° 10 i0° Absence
_______________________ n=5c=2|n=5¢c=2|n=5¢c=2{n=5¢c=2 n=5c=0
m| 3.10° 107 1 10 Absence
= M| 3.10° 107 10 107 Absence
n=5c=2in=5¢c=2|n=5c=2| n=5¢c=2 n=5c=0
My mm i m - 10 1 10 Absence -
@ ma T a- 2 2
{ phoshpatase lide M - 10 1 10 Absence -
négative et n=5c=2in=5c=2| n=5c=2 n=5c=0
acidité lactique m - 10 ¢ 1 10 - Absence -
>4) () i S | = 10° 10 107 . Absence -
n=5c=2|n=5c=2| n=5c=2 n=5¢c=0

{*} on appelle créme maturée la créme pasteurisée ensemencée par une flore lactique
spécifique constituée d'une des espéfes suivantsou d'un méiange de plusieurs de ces

espéces : Sh"ﬁtococcus

lactis,

strptococcus

cremoris,

streptococcus

diacetilacus,

streptococcus thermophilus, lenconstoc cremoris (synonymes: lenconstoc citrovurum,
Betacoccus cremoris)

10
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D - AUTRES PRODUITS A BASE DE LAIT ( suite)

DESIGNATION Micro- Coliformes | Coliformes | Staphylo- | Anaérobies | Salmonelia Listeria
organismes 30°C fécaux coccus suifito- dans 25 mono-
aérobies par 44°C aureus réducteurs gramme cylogenes
30°C gramme par par 46°C dans 25
par gramme -~ | gramme gramme par gramme
gramme :
- Produits liquides |m z: 0 = - - Absence | Absence
& base de lait non . g
ﬁm;::nmr M - 5 - - - Absence | Absence
s A n=5,c=2 n=5,c=0 ig
- Produits glacés a |m 10° 10 = 10 - Absence | Absence
base de lait 1g
M| sa0° TR - 10° - Absence | Absence
n=5,c=2 n=5,c=2 =o,0=2 n=5,c=0 ig
E - FROMAGE
Coliformes E.COL! Staphylococcus | Salmonella Listeria
3e*C 44°C aureus dans 25 mono-
DESIGNATION par gramme par gramme par gramme gramme cytogenes
dans 25 gr
- ‘Fmage a p&te dure au|l m A - - Absence Absence 1g
Izit traité thermiquement M 2 e 2 Absence Absence
‘ : i n=5,c=0 n=5,c=0
- Fromage 2 péte dure au| m - 10* 10° Absence | Absence 1/g
themmisé ™ x 10° Absence
s & n=5,c=2 n=5,c=0
m = R oo Absence
M = S ~ Absence
R s m=so=2 _n=5.c=0
R B TS Absence
10° 10° Absence
ey n=5,c=2 n=5,c=2 n=5,c=0
- Fm:lg:ig:%;nm m - 10° Absence
aulaitcruetaula M = 10° ; Absence
: lsé‘ n=5,c=2 n=5,c=: n=5,c=0 n=5,c=0
- Fromage a pate persiliée | m z 107 107 Absence Absence
au lait traité thermiquement M i 10° 10° Absence Absence
< n=5,c=2 n=5,c=2 n=5,c=0 =5,c=0
-Fromage non affiné au fait | m - - 10 Absence Absence
cru trailé thermiquement [Ty E = 107 Absence Absence
n=5,c=2 n=5,c=0 n=5,c=0
-Fromage non affiné au | m . 10°* 10° Absence Absence
lait cru ou lait thermisé M - T 10° 10° Absence Absence '
n=5,c=2 n=5,c=2 n=5,c=0 n=5,c=0
- Fromage de lactosérum | m - - 10 Absence Absence
frals M - - 10° Absence @bscnce
n=5, c=; n=5,c=0 n=5,c=0
- Fromage de lactosérum | m - - - Absence Absence
coc M S & - Absence Absence
n=5,c=0 n=5,c=0
- Autres fromages au lait| m - - - Absence Absence
traités thermiquement M 2 S 5 Absence Absence
n=5,c=0 n=5,c=0
- Autres fromages au lait | m 10° 10° Absence Absence
e e S 10° 10* Absence Absence
n=5,c=2 n=5c=2 n=5,c=0 n=35,c=0

11
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1-2- Arrété conjoint n°293-19 (février 2019)

Arrété conjoint du ministre de I’agriculture, de la péche maritime, du développement
rural et des eaux et foréts et du ministre de la santé n°293-19 du 9 joumada IT 1440 (15

février 2019) fixant la liste et les limites des critéres microbiologiques autorisées dans les
produits primaires et les produits alimentaires.

(BOn°®6796 dul8/07/2019, page 1686)

LE MINISTRE DE L’AGRICULTURE, DE LA PECHE MARITIME, DU DEVELOPPEMENT RURAL ET DES
EAUX ET FORETS,

LE MINISTRE DE LA SANTE,

Vu le décret n°2-10-473 du 7 chaoual 1432 (6 septembre 2011) pris pour I’application de certaines
dispositions de la loi n°28-07 relative a la sécurité sanitaire des produits alimentaires, notamment son
article 53,

ARRETENT ;

ARTICLE PREMIER. -Conformément aux dispositions de 1’article 53 du décret susvisé n°2-10-473, le
présent arrété conjoint fixe la liste et les limites des critéres microbiologiques autorisées dans les
produits primaires et les produits alimentaires.

ART. 2. -Au sens du présent arrété conjoint, on entend par :

- Critére de sécurité des produits alimentaires : tout critére déterminant l'acceptabilité d'un
produit ou d'un lot de produits alimentaires mis sur le marché ;

- Critére d'hygiéne des procédés : tout critére indiquant l'acceptabilité du fonctionnement du
procédé de production.

ART. 3. -Pour étre reconnus propres a la consommation, les produits primaires et les produits
alimentaires doivent répondre aux criteres microbiologiques fixés a I’annexe au présent arrété conjoint.

En outre, ces produits doivent étre exempts de micro-organismes et de leurs toxines ou meétabolites
dans des quantités qui présentent un danger pour la santé humaine.

ART. 4. -Lorsque les essais fondés sur les critéres fixés dans 'annexe au présent arrété donnent des
résultats non conformes aux exigences y indiquees, les exploitants des entreprises du secteur
alimentaire doivent prendre :

1. les mesures qui leur permettent de connaitre la cause des résultats non conformes en vue de
prévenir la réapparition de la contamination microbiologique constituant un danger pour la santé
humaine. Ces mesures peuvent comporter des modifications des procédures fondées sur les
principes de la norme HACCP ou des autres mesures de controle de I'hvgiéne des produits
alimentaires en vigueur ;

les mesures indiqueées a I’article 5 ou 6 ci-dessous, selon le cas ;

les mesures correctives établies dans leurs procédures intemnes fondeées sur les principes de la
norme HACCP ;

4. toute autre mesure nécessaire pour protéger la santé des consommateurs.

w1
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ART. 5. -Lorsque les essais fondés sur les critéres de sécurité fixés dans la partie I de 1’annexe au
présent arrété donnent des résultats non conformes aux exigences y indiquees, le produit concerné est
considéré impropre a la consommation humaine. Ce produit et, le cas échéant, le lot dont-il provient
sont retirés du marché ou rappelés.

Toutefois, les produits alimentaires mis sur le marché, mais qui ne sont pas encore arrivés au stade de
la mise en vente a un consommateur final et qui ne remplissent pas les critéres de sécurité applicables
aux produits alimentaires, peuvent étre soumis par I’exploitant de I’entreprise du secteur alimentaire
dans laquelle se trouvent lesdits produits, sous la supervision du service concerné de I’Office national
de sécurité sanitaire des produits alimentaires (ONSSA), a un traitement supplémentaire destiné a
éliminer le danger en question.

Cet exploitant peut utiliser le lot qui ne remplit pas les critéres de sécurité applicables aux produits
alimentaires a des fins autres que celles auxquelles 1l était destiné a l'origine a condition que cette
utilisation ne présente aucun danger pour la santé humaine ou animale et que cette utilisation ait été
décidée selon la norme HACCP ou les bonnes pratiques d'hygiéne.

ART. 6. -Lorsque les essais fondés sur les critéres d’hygiéne des procédes, fixés dans la partie IT de
I’annexe au présent arrété conjoint donnent des résultats non conformes, les actions prévues dans ladite
partie IT doivent étre prises par I’exploitant de I’entreprise du secteur alimentaire concerné.

ART. 7. -Les meéthodes d'analyses pour veérifier les critéres microbiologiques fixés a 1’annexe au
preésent arrété conjoint sont celles fixées par les normes marocaines homologuées correspondantes et
dument publi¢es au Bulletin officiel et a défaut, par le codex alimentarius.

Les conditions techniques de prélévement d’échantillons ainsi que les modalités d’interprétation des
résultats d’analyse sont fixées et diffusées par 'ONSSA.

ART. 8. -Sont abroggés :

- lamrété conjoint du ministre de l'agriculture, du développement rural et des eaux et foréts et du
ministre de la santé n°l1025-01 du 28 safar 1422 (22 mai 2001) relatif aux critéres
microbiologiques auxquels doivent satisfaire les produits de charcuterie ;

- l’amrété conjoint du ministre de 1’agriculture et du développement rural, du ministre de la santé et
du ministre de I'industrie, du commerce et des télécommunications n°624-04 du 17 safar 1425 (8
avril 2004) relatif aux normes microbiologiques auxquelles doivent répondre les produits animaux
ou d’origine animale ;

- et le a) de I'article premier de ’arrété du ministre de l'agriculture et de la mise en valeur agricole
n°699-93 du 25 chaoual 1416 (15 mars 1996) relatif aux normes microbiologiques, physico-
chimiques et de stockage du beurre.

ART. 9. -Le présent arrété conjoint, sera publié au Bulletin officiel.

Rabat, le 9 joumada IT 1440 (15 février 2019)
Le ministre de I’agriculture, de la péche maritime, du développement rural et des eaux et foréts,

Aziz AKHANNOUCH
Le ministre de la santé, ANASS DOUKKALI
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Annexe 2 Questionnaire destiné aux préparateurs d’aliments sur les

bonnes pratiques d’hygiéne

Questions

Réponses

Hygiéne personnelle

oui

non

Est-ce que vous utilisez les désinfectants lors du ringage des mains ?

Est-ce que vous désinfecter votre mais avant de toucher a la matiére premiéere ?

Est-ce que vous rincez votre main apres le traitement de la matiere premiére ?

Est-ce que vous rincez votre main avant de toucher au plats cuitent ?

Est- ce que vous utilisez les gants lors de la préparation des aliments ?

Est-ce que ‘lors de la préparation vous : tousser, toucher aux cheveux, toucher le nez ou
fumer ?

Est-ce que vous portez des bonnets lors de la préparation d’aliments ?

Est-ce que vous utilisez le masque lors de la préparation d’aliments ?

Les locaux

Est-ce que vous savez que les fissures existantes sur les murs et le sol des locaux ont un
effet sur la qualité des plats ?

Est-ce que vous savez que les paillasse les murs et le sol doivent étre fait des matieres
facile a nettoyer ?

Est-ce que les toilettes doivent étre loin des locaux de préparation ?

Réception

Est-ce que vous examinez la date de validité des produits lors de leur livraison ou
utilisation ?

Est-ce que vous savez que les aliments doivent étre livrés dans de bonnes conditions
(réfrigération ...) ?

Pratiques de sécurité de la transformation des aliments

Est-ce que vous mesurer les températures des réfrigérants et congélateurs de fagon
journaliere ?

Est-ce que vous séparez les plats cuitent de la matiére premiére ?

Est-ce que vous savez que le controle des températures des locaux permet de réduire le
risque de contamination ?
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Est-ce que vous décongelez les produits puis les recongeler ?

Est-ce que vous utilisez deux paillasses différentes lors de la préparation des viandes
rouges des volailles ?

Est-ce que vous laver les Iégumes et fruits avec des désinfectants adéquat ?

Service de repas

Est-ce que vous séparez les produits cuits des produits non cuit ?

Est-ce que vous réchauffer le reste de plats pour le lendemain ?

Est-ce que vous conservez la salade jusqu'a ce qu'elle soit servie a une température de
réfrigérateur inférieure a 5 ° C a température ambiante ?

Savez-vous que les microbes se multiplient rapidement a la température ambiante
plutdt qu'a la température du réfrigérateur ?

Equipements et outils de lavage, de nettoyage et de séchage

Les outils et I'équipement de cuisine doivent-ils étre lavés, rincés et nettoyés apres
chaque utilisation ?

N'est-il pas nécessaire de désinfecter les outils apres leur nettoyage, car le processus de
nettoyage garantira qu'ils sont exempts de microbes ?

Le processus de sécheresse doit-il étre effectué en utilisant des tissus ?

Traitement des déchets

Les pesticides peuvent-ils étre stockés dans les lieux de stockage alimentaire tant qu'ils
sont scellés ?

Est-ce que vous fait un tour dans la cuisine et constaté que son exempt d'insectes est-ce
que cela signifie que son 100% propre ?

Est-il nécessaire de couvrir les conteneurs de déchets ?

Age du participant..... Niveau d’étude ..... le sexe ...... Formation en bonnes pratiques : ......
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Annexe 3 : Composition des milieux de cultures

Les formules de chaque milieu sont données en gramme par litre d’eau distillée.

Les milieux qui sont préparés sont tous stérilisés par autoclave a 121°C pendant 20 min.

<> Milieu Eau Peptonée tamponnée
Peptone exempte d'indole 10,0 ¢
Chlorure de sodium 5049

< Milieu PCA

Tryptone 5.09
Extrait autolytique de levure 2590
Glucose 109
Agar agar 1509

pH du milieu : 7,0 +/- 0,2

<+ Milieu VRBL

peptone 79
extrait de levure 39
lactose 10g
chlorure de sodium 59
mélange sel biliaire 1549
cristal violet 0,002 g
rouge neutre 0,039
agar-agar 159

pH du milieu : 7.4+0.2

<+ Milieu Baird Parker

Peptone : 100g
Extrait de viande de beeuf': 409
Extrait de levure : 209
Pyruvate de sodium : 10,09
Glycocolle : 12,09
Chlorure de lithium : 5049
Agar-agar : 200g

pH du milieu : 7.4+0.2
A ajouter en conditions stériles juste avant I'ensemencement :

e Emulsion de jaune d'ceuf (stérile) : 50,0 ml
e  Tellurite de potassium (stérile) : 0,1 g

pH du milieu = 7,2
< Milieu BHI
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https://fr.wikipedia.org/wiki/Agar-agar
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protéose-peptone

infusion de cervelle de veau g
infusion de cceur de beeuf
glucose

chlorure de sodium

pH du milieu : 7.3

R/

% Plasma de lapin
Peptone de viande
Peptone de gélatine
Extrait de viande
Chlorure de sodium

% Le milieu EMB
peptone
lactose
éosine
bleu de méthyléne
hydrogénophosphate de potassium
agar
pH du milieu : 6.8

R/

% Hajna Kligler
Extrait de viande de beeuf
Extrait de levure
Peptone (riche en lysine)
NaCl

Citrate ferrique
Thiosulfate de sodium
Lactose

Glucose

Rouge de phénol

Agar

pH du milieu : 7.5+0.2

% Milieu urée-indole
L-Tryptophane
KH2PO,
KHPO,
NaCl
Urée
Alcool a 95°
Rouge de phénol & 1%
Eau distillée

®,

Citrate de sodium

«» Milieu citrate de Simmons

100g
12,5
5049
209
5049

4049
10¢g
2049
5049

10,09
10,0¢
0449
0,0625g
2,049
15,049

3.0g
3.0g
2009
5.09
03¢
0.3g
10.0¢
10¢g
0.024 g
12049

0.3g
0.1g
0.1g
0.5g
2.0g
1.0ml
0.25ml
100ml

1049
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Bleu de bromothymol

Chlorure de sodium

Sulfate de magnésium
Hydrogénophosphate de potassium
Dihydrogénophosphate d'ammonium
Agar-agar

Eau distillé

pH du milieu : 6.8+0.2

% Milieu Cétrimide
peptone de gélatine

peptone de caséine

bromure de tétradonium (cétrimide)
acide nalidixique

sulfate de potassium

chlorure de magnésium

agar

% King A
Peptone A
Glycérol
Sulfate de potassium
Chlorure de magnésium
Agar purifié
pH du milieu : 7.2

< KingB
Peptone B
Glycérol
Hydrogénophosphate de potassium
Sulfate de magnésium heptahydraté
Agar purifié
pH du milieu : 7.2

< Milieu Slanetz Bartley
Tryptose
Extrait de levure
Phosphate dipotassique
Azide de sodium
Chlorure de 2, 3, 5 triphényltétrazolium
Agar

Azide de sodium

0,089
5049
0,29
10¢g
109
15,09
10¢g

16,0 g
10,0 g
02g
15,0 mg
10,0 g
149
10,0 g

20.0¢g
10.0¢
1009
l4¢g

12049

20.0¢9
1009
15¢
159
1209

20
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% Milieu Bile esculine agar
Extrait de viande
Peptone
Extrait de levure
Citrate de sodium
Citrate de fer
Chlorure de sodium
Esculine
ile de beeuf

Azide de sodium
Agar

% RAPPAPORT VASSILIADIS SOJA
Peptone de soja

Chlorure de sodium
Dihydrogénophosphate de potassium
Hydrogénophosphate de potassium
Chlorure de magnésium (anhydre)

Vert malachite

« Milieu Hektoen
Protéose-Peptone
Extrait de levure
Désoxycholate de sodium
Lactose
Saccharose
Salicine
Bleu de bromothymol
Fuchsine acide
Thiosulfate de sodium
Citrate ferriqgue ammoniacal
Chlorure de sodium
Agar

0.25
13

4,5
7,2
1,26
0,18
13,58
0,036

12,09
3049
90¢g
12,09
12,09
204g
65 mg
100 mg
500
15¢9
5049
12049
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+ Milieu Palcam
peptone de gélatine

peptone de caséine

bromure de tétradonium (cétrimide)

acide nalidixique
sulfate de potassium
chlorure de magnésium

agar

+ Milieu M.H
Tryptone
Peptone papainique de soja
Chlorure de sodium
Lécithine
Polysorbate (Tween 80)
Thiosulfate de sodium, 5 H20
L-histidine
Agar agar bactériologique

16,0 g
10,0g
02g
15,0 mg
10,0g
1449
10,0g

15049
509
5049
0.7¢g
5049
059
109
209
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Annexe 4 ldentification biochimique et lecture des résultats

4-1 FMAT sur la gélose PCA
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4-4 Les anaeérobies sulfito-réducteurs sur SPS Agar

4-5 Entérocoques intestinaux sur Slanetz

4-6 Tests d’hémolyse
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4-7 Test de catalase

4-8 Test de la bile Esculine

vwr‘—'-—~v‘——7-w__‘

WT‘
R 0900990.

V HIF ESC PYRA oGAL JOUR JIGAL PAL LAP ADH

4-10 Les entérobactéries sur Hektoen
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4-11 Galerie classique

4-12 Galerie Api 20F
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4-14 Galerie Api Listeria

4-15 Pseudomonas sur Cétrimide

4-16- Antibiogramme
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4-16 Test de détection de I'activitée Métallo-g-Lactamase (MBL)

Imipenéme + EDTA

Imipenéme

Annexe 5 : Tampon d’électrophorése
1- Le tampon de migration utilisé est le Tris-Borate-EDTA (TBE), il permet

d’établir un pH idéal et fournit des ions pour soutenir la conductivité. La
composition de ce tampon pour une concentration de 10X est :
- 55 ¢/l d’acide borique.
- 9.3g/l EDTA.
- 108 g/l de tris base.

Ensuite le TBE préparé est stérilisé a 120°C pendant 20 minutes a 1’autoclave, puis il

est dilué a une concentration 1X (100ml du tampon 10X dans 900ml de I’eau distillée

stérile).

2- La migration est suivie grace a une solution de dép6t composée de :
- 0.25 mg de Bleu de bromophénol.
- 0.25 mg de xylene cyanol.
- 300 pl de glycérol.
- 700 pl d’eau distillée stérile.
Le bleu de bromophénol est un tampon de charge coloré et visible a la lumiére naturelle
qui co-sédimente avec I’ADN ce qui permet de vérifier le bon déroulement

d’¢électrophorese.
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