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Cette étude a porté sur I’isolement des entérobactéries a partir de différentes variétés

d’aliments servis en restauration rapide, dans la ville de Tébessa.

A partir de 12 échantillons, prélevés dans différents établissements de fast-food, on a pu
collecter 70 isolats de bacilles a Gram negatif, parmi lesquels, 47 obtenus sur gélose Mac Conkey et
23 sur gélose Salmonella-Shigella. En se basant sur les caracteres culturaux et morphologiques, la
plupart des isolats ont été rapprochés aux coliformes présentés par les genres : Escherichia,
Citrobacter, Enterobacter, Serratia, et Klebsiella. Ces résultats indiquent les mauvaises conditions
de préparation et le non-respect des régles d’hygiéne par les manipulateurs. En outre, plusieurs isolats
ont été suspectés d’étre des entérobactéries pathogenes : Salmonella, Shigella et Yersinia, ce qui peut

poser des risques sanitaires aux consommateurs.

Notre étude montré que les aliments fast-food commercialisés a Tébessa sont contaminés par
des entérobactéries, ce qui reflete un manque d’hygiéne générale au cours des différentes étapes de

préparation, des la matiére premiere jusqu’ au moment de servir.

Mots clés : Entérobactéries, restauration rapide, fast-food, sandwich.



Abstract

This study focused on the isolation of enterobacteria from different varieties of food served in

fast food, in the city of Tebessa.

From 12 samples taken from different fast-food establishments, 70 Gram-negative bacilli
isolates were collected, including 47 obtained on Mac Conkey agar and 23 on Salmonella-Shigella
agar. Based on cultural and morphological characters, most of the isolates were approched to
coliforms presented by the genera : Escherichia, Citrobacter, Enterobacter, Serratia, and Klebsiella.
These results indicate the bad preparation conditions and the non-compliance with hygiene rules by
the handlers. In addition, several isolates have been suspected of being pathogenic enterobacteria:

Salmonella, Shigella and Yersinia, which can cause health risks to consumers.

Our study showed that the fast-food products sold in Tébessa are contaminated with
enterobacteria, which reflects a lack of general hygiene during the various stages of preparation, from

the raw material to the time of serving.

Keywords : Enterobacteriaceae, fast restoration, fast-food, sandwich.
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Introduction
a restauration rapide est une activité socio- économique en nette expansion du pays. Ceci est

lié¢ a I’¢loignement entre les domiciles et les licux de travail et a la généralisation progressive de la
journée continue (Dansou, 2009). Néanmoins, une mauvaise préparation et une recontamination des
aliments préts a consommer peuvent causer de maladies d'origine alimentaire (Ogidi, 2016). En effet,
les produits alimentaires sont pour la plupart non stériles et susceptibles d’étre un support de
croissance des microorganismes (Dubois et Guillier, 2020). Ainsi, la plus grande partie des
syndromes de ces maladies est liée a la transmission des agents pathogénes par des aliments provenant
d’animaux infectés, porteurs, ou souillés par I’eau contaminée et des matieres fécales (Dennai et
al.,2001). En outre les aliments préts a consommer, en particulier les salades et les sandwiches ont
été impliqueés dans ce type de maladies, car ces aliments sont souvent préparés a la main. Ce contact
direct peut conduire a une augmentation de l'incidence de la contamination par des agents pathogenes
(Kotzekidou, 2013).

Plus particulierement, les entérobactéries sont trés fréguemment responsables des infections
d’origine alimentaire. La plupart des especes qui composent cette famille sont des hotes normaux ou
pathogénes du tube digestif de 'nomme et des animaux. Ils peuvent persister en dehors d'organismes
vivants, dans le sol, I'eau et dans certaines denrées alimentaires (Medboua, 2011). Par conséquence,
la famille des Enterobacteriaceae est utilisée comme un indicateur de I'hygiéne dans le traitement de
la denrée alimentaire. Fait important, l'utilisation d’antibiotiques dans la production animale a
provoqué une augmentation de la résistance au sein des membres de cette famille (Ojer-Usoz et al.,
2013).

Dans ce contexte, ce modeste travail vise essentiellement a :

v" Isoler des entérobactéries a partir de divers types d’aliments servis en restauration rapide dans
la ville de Tébessa.
v’ Estimer approximativement la contamination des aliments par les entérobactéries.

v Evaluer les conditions de préparation de ces aliments.

Dans ce manuscrit, nous proposerons en premier lieu une synthése bibliographique en traitant
trois volets : le premier exposera un apercu sur la restauration rapide et quelques modalités de
prévention et d’hygi¢ne dedans, le deuxiéme rassemblera des généralités sur les entérobactéries et les
différentes infections relatives et le troisieme expose les mécanismes de résistance de ces bacteries
aux antibiotiques. En deuxieme lieu, on présentera la démarche et les moyens utilisés pour isoler les
entérobactéries. Ensuite, on discutera les résultats obtenus et on cl6turera par une conclusion et

quelques perspectives.
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Synthése bibliographique

I. Restauration rapide

Au cours du 20e siécle, les modes de vie des populations se modifient en raison de
plusieurs facteurs, tels que 1’urbanisation, 1’industrialisation, la professionnalisation des
femmes et 1’acces plus large de la population aux loisirs, aux vacances et aux voyages. Ces
changements favorisent la prise de repas a I’extérieur du foyer et I’émergence de chaines de

restauration proposant une cuisine rapide et un service a table minimal (Alimentarium, 2019).

1.1. Définition
La restauration rapide se distingue des autres formes de restauration (restaurants

traditionnels, cafétérias, cafés-restaurants...) par certaines spécificites :

e Paiement au comptoir avant consommation, ce qui la différencie de la restauration

traditionnelle.

e Utilisation de vaisselle et de conditionnements jetables, ce qui la différencie des

cafétérias.
e Liberté de consommer sur place, d’emporter ou de se faire livrer.
e Un secteur qui s’adapte a ses clienteles (Alimentarium, 2019).

Au-dela de ces critéres techniques, la restauration rapide est un secteur plutdt hétérogéne
qui regroupe, entre autres, les sandwicheries, les enseignes de hamburgers, les pizzerias livrant a
domicile, les cafés américains et la restauration ethnique. Aussi, il est assez difficile de décrire la
restauration rapide selon des caractéristiques générales. Cependant, quelques traits sont souvent
communs, en ce qui concerne le type d’offre et le mode de production. L’offre se base
classiquement sur un service rapide, des menus simplifiés et un ticket moyen faible. Les horaires
d’ouverture sont souvent étalés et le confort est généralement réduit. Du point de vue de la
production, la restauration rapide se caractérise par une simplification des procédures de
production (Carbonel, 2007).

1.2.  Aliments servis

Les fast-food sont de plus en plus nombreux et les repas pris dans ces enseignes se multiplient
également. Chaque chaine a sa spécialité : sandwichs, pizzas, poulets frits, hamburgers, cuisine
japonaise, chinoise, italienne, mexicaine, orientale, viennoiseries, cremes glacées, cafés, thés.
La plupart proposent aussi quelques desserts et un choix de boissons. Certains servent aussi des

salades, des soupes ainsi que des menus végetariens (Dangers alimentaires, 2010).
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Synthése bibliographique

1.3. La sécurité alimentaire au niveau de la restauration rapide

Pour garantir et maitriser la securité microbiologique des aliments et prévenir les problémes
sanitaires alimentaires, la connaissance et la surveillance des microorganismes pathogenes depuis la
production primaire jusqu’a la distribution des denrées alimentaires en passant par la

transformation, sont indispensables (Naitali et al, 2017).

Dans ce contexte, plusieurs mesures préventives doivent étre appliquées dans la restauration
rapide.
1.3.1. Hygiéne du personnel

a) Etat de santé :

L’¢état de santé des employés est un élément clé de la sécurité des aliments. Ainsi, un

employé malade peut transmettre des germes infectieux (Carbonel, 2007).
b) Propreté vestimentaire

Les vétements sont un vecteur actif de contamination des produits dans la chaine de
production. Les vétements de ville transportent en effet des microorganismes humains et telluriques.
Afin d’éviter une contamination par des agents pathogénes apportés de 1’extérieur par le personnel,
il est obligatoire que le personnel change ses vétements de ville contre une tenue de travail au

vestiaire deés 1’entrée sur le lieu de travail (Carbonel, 2007).
¢) Hygiéne des mains

La main abrite une flore bactérienne qui compte 1 a 10 millions de bactéries. La flore
résidente et la flore transitoire occupent respectivement en profondeur et en superficie le milieu

constitué par la peau de la main (Carbonel, 2007).

Il faut se laver les mains selon un protocole adapté. Il est préconisé de réaliser un lavage a
I’eau chaude, ongles brossés, a chaque souillure, une fois par heure, aprés passage aux toilettes,
apres le nettoyage, aprés un changement de poste, aprés s’étre mouché et aprés chaque pause. Un
systéme de sonnerie rappelant toutes les heures qu’il faut se laver les mains peut &tre mis en place.

Il risque cependant de devenir rapidement insupportable (Carbonel, 2007).

1.3.2. Hygiene des locaux et du matériel

La qualité hygiénique est trés dépendante de 1’entretien des locaux et du materiel ainsi

que de la conception des locaux et de I’organisation de la production (Carbonel, 2007).
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Synthése bibliographique
a) Matériel

Les matériels doivent faire I'objet d'un entretien physique (contrats de maintenance) et
hygiénique (nettoyage/désinfection) rigoureux et planifié. Le matériel doit étre facilement
démontable pour le nettoyage, sans angles morts. Par ailleurs, les surfaces alimentaires, en
contact avec les aliments doivent étre lisses étanches et imputrescibles. Le verre, 1’inox et

I’aluminium sont préférés car plus faciles a nettoyer (Carbonel, 2007).
b) Nettoyage et désinfection
Deux étapes assurent I’entretien hygiénique des locaux : le nettoyage et la désinfection :

- Le nettoyage a pour but de rendre propre en éliminant les souillures physiques par des
opérations physiques (balayage, raclage, brossage, etc.) et chimiques (détergents pour éliminer
les graisses, acides pour le détartrage, etc.).

- La désinfection a pour but la destruction des microorganismes contaminant les surfaces. Un
bon désinfectant associe un pouvoir bactéricide a 1’absence d’effet corrosif, de toxicité et de

résidus apres rincage (Carbonel, 2007).
1.3.3. Principe de « la marche en avant »

Depuis I'entrée dans les locaux jusqu'au départ vers le lieu de consommation, les
denrées doivent progresser selon le principe de la "marche en avant”, c'est a dire sans jamais
effectuer de retour en arriere. Ce principe vise a prévenir des contaminations croisées:
contaminations entre produits "propres” ou sensibles (produits cuits, assainis, préts a
consommer) et produits "sales" (produits bruts, matieres premieres non préparées) (Carbonel,
2007).

1.3.4. Séparation des secteurs

En fonction du degré de contamination des produits qui y circulent, les différents
locaux d'une cuisine de préparation peuvent étre séparés schématiquement en plusieurs
secteurs. Le « secteur souillé » comprend les zones de stockage (chambres froides et réserves)
et de livraison, et les locales poubelles. Le secteur sain correspond a la zone d’assemblage de
I’offre ou « laboratoire ». Cette zone est la derniére étape avant le service. Enfin, on distingue
parfois des zones tampons (plonge, Iégumerie) qui permettent de réaliser la transition des

matiéres entre une zone saine et une zone souillée (Carbonel, 2007).
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Synthése bibliographique
I1. Entérobactéries

11.1. Définition et habitat

Les bactéries appartenant a la famille des Enterobacteriaceae sont celles qui sont le plus
souvent rencontrées en clinique. Elles forment un vaste groupe de bacilles & Gram négatif, aérobies-
anaérobies facultatifs, non sporulés qui sont tres largement distribués dans la nature et peuvent faire
partie de la flore normale du tube digestif de I'hnomme et des animaux. Dans ce groupe de bactéries
entériques figurent des bactéries pathogénes strictes comme Salmonella et Shigella, d'autres
considérées comme opportunistes ou pathogenes occasionnels comme Proteus et Klebsiella et enfin
des bactéries essentiellement saprophytes du tube digestif et qui dans certaines circonstances

peuvent étre responsables d'infections comme Escherichia (Guiraud, 2003).

La famille des entérobactéries regroupe de nombreuses especes dont la plupart sont des
hotes normaux commensaux de I’intestin de I’homme et des animaux. Dans 1’intestin terminal, ces
bactéries représentent plus de 10% de la flore totale et la majorité de la flore intestinale aéro-
anaérobie. Chez I’homme I’entérobactérie intestinale prédominante est Escherichia coli. Les
entérobactéries sont trés répandues dans la nature en raison de la contamination de I’environnement
par I’intermédiaire des maticres fécales animales et des eaux d’égout, et en raison de leur rusticité.
Ce sont des contaminants alimentaires trés fréquents (contamination fécale directe ou indirecte) ;
ces bactéries sont capables de développement abondants dans un produit alimentaire et donc de
dégradations importantes. Certaines sont dangereuses et posent des problemes au point de vue
sanitaire, soit qu’elles génerent par leur prolifération des substances toxiques a partir du substrat
alimentaire (intoxication), soit qu’il s’agisse de bactéries commensales qui peuvent devenir
accidentellement infectieuses, soit qu’il s’agisse d’especes ou de biotypes formellement pathogenes,
responsables d’infections (gastro-entérites, syndromes dysentériformes, fiévre typhoide) comme

(Salmonella, Shigella, certaines biotypes d 'Escherichia coli, etc. ) (Guiraud, 2003).

11.2. Classification

Les entérobactéries forment une vaste famille de bactéries Gram-négatif. Cette famille est
hétérogéne car elle se compose d'environ 30 genres de bactéries et de plus de 100 espéces
(Mirabaud, 2003).

Leur subdivision est présentée dans le tableau 01.
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Tableau 01 : Classification des entérobactéries (Boone et al., 2001).

Rang taxonomique Classification

Régne Bacteria
Embranchement Proteobacteria

Classe Gammaproteobacteria
Ordre Enterobacteriales
Famille Enterobacteriaceae

11.3. Caractéres généraux

Les entérobactéries sont des bacilles ou coccobacilles a Gram négatif, oxydase negative,
catalase positive (sauf Shigella dysenteriae serovar 1), asporulés, ils réduisent les nitrates en nitrites
(sauf quelques Erwinia) et fermentent le glucose ; ils sont anaérobies facultatifs. L’espéce type est
Escherichia coli. Les entérobactéries se multiplient facilement sur milieu ordinaire a pH neutre, a
une température de 37°C. Elles donnent des colonies apigmentées lisses ou rugueuses de 1 a 3 mm
de diameétre. Certaines espéces sont mobiles, d’autres pas, la mobilité dépend d’une ciliation
péritriche mais ce caractere est peu exploitable en taxinomie car difficile a mettre en évidence. Les
entérobactéries sont bien connues au point de vue immunologique. Les principaux antigenes
appartiennent a divers groupes : antigenes somatiques O, antigenes flagellaires H, antigéne de

surface ou capsulaire K, Vi ou R (Guiraud, 2003).
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Figure 01 : Structure et aspect microscopique des Enterobacteriaceae.
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11.4. Entérobactéries incriminées dans les infections liées aux aliments du fast-food

Les entérobactéries, famille de contaminants trés répandus, sont recherchées dans les
aliments et dans I'eau comme indicateurs de contamination et/ou comme pathogénes (Silvestri,
1997).

11.4.1. Salmonella

Les infections aux Salmonelles se produisent en général en ingérant des aliments contamines.
Le danger vient principalement de la volaille, des ceufs, des préparations a base d’ceufs, de lait non
pasteurisé et de produits carnés. Une contamination par le biais d’autres produits animaux, des
ustensiles utilisés, de 1’eau, de ’homme, etc. peut se produire durant tout le processus de fabrication
des denrées alimentaires (OSAV, 2018).

11.4.2 Escherichia coli

Les Escherichia coli appartiennent naturellement a notre flore intestinale. Les Escherichia
coli entéro-hémorragiques (ECEH) sont une lignée pathogéne de ces bactéries généralement
inoffensives. Une infection se produit en premier lieu en consommant des aliments d’origine
animale contaminés, principalement de la viande hachée de beeuf insuffisamment cuite et des
produits laitiers non pasteurisés. L’eau potable souillée, les jeunes pousses, les pommes de terre et
le jus de pomme non pasteurisé peuvent par exemple aussi contenir des ECEH. On observe plus

rarement des cas de transmission d’ECEH par contact avec des animaux ou avec des déjections
d’animaux (OSAV, 2018).

11.4.3 Yersinia enterocolitica

Yersinia enterocolitica fréquemment retrouvée dans le tractus gastro-intestinal des animaux
domestiques, est responsable d’infections alimentaires liées a la consommation de viandes ou de
produits laitiers contaminés. Y.enterocolitica est responsable d’entérocolites fébriles pouvant étre
mortelles (Guiraud, 2003).

I1.5. Origine de contamination des aliments fast-food par les entérobactéries
Les produits alimentaires sont souvent contaminés soit de facon primaire, soit lors des

diverses manipulations auxquelles ils sont soumis durant leur fabrication (Boukhatem, 2019).

11.5.1. Contamination par le manipulateur (personnel)

La contamination peut provenir aussi bien des personnes saines que malades ou guéries
(porteurs sains). La peau en géneral, les cheveux et autres pilosités sont tres riches en
microorganismes. Le manque d’hygiene peut entrainer la présence sur la peau de bactéries

intestinales (contamination fécale : Salmonella) (Guiraud, 2003).
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11.5.2. Contamination par le matériel et les instruments
Ils véhiculent des germes des eaux souillées ou d’autres aliments en cas de mauvaises

pratiques de nettoyage et de désinfection (Génie alimentaire, 2016).
11.5.3. Contamination par I’environnement

Il s’agit principalement de la contamination par 1’eau utilisée abondamment dans la
restauration rapide. En plus de la flore hydrique normale, les microorganismes rencontrés dans 1’eau
peuvent avoir des origines diverses : en particulier la matiére fécale (entérobactéries). Ainsi, I’eau
peut étre le vecteur des entérobactéries pathogenes comme Salmonella, Shigella et Yersinia.
L’apport des microorganismes issus de I’environnement peut se faire directement ou par

I’intermédiaire de vecteurs (insectes) (Guiraud, 2003).
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I11. Antibiorésistance des entérobactéries

111.1. Définition des antibiotiques

Sur base de 1’étymologie du mot « antimicrobien (du grec anti: contre, mikros : petit et bios :
vie), on définit un composé de ce type comme toute substance capable d’agir contre la vie des

micro-organismes (Muylaert et Mainil, 2012).

Les antibiotiques sont des molécules chimiques ou de syntheses capables de détruire les
micro-organismes ou moins de limiter de maniére significative leur multiplication. Ce terme est
généralement réservé aux molécules dont I’action est antibactérienne (bactéricides ou

bactériostatiques) (Carip, 2008).

111.2. Classification des antibiotiques

Les antibiotiques ont été regroupés en familles dont la distinction repose sur la structure
chimique (dérivés d’acides aminés, hétérosidiques ou polycycliques), 1’origine (bio-synthétisés par
des champignons, des bacilles ou des Streptomyces, artificiels), le mode d’action, le spectre

d’activité, c'est-a-dire I’ensemble des espéces microbiennes sensibles a cette action (Michel, 1981).

Il existe sept classes majeures d’antibiotiques bactériens utilisés en milieu clinique : les B-
lactamines, les glycolipides, les aminoglycosides, les tétracyclines, les macrolides, les quinolones et
les sulfonamides (Nukaga et al., 2003). Cependant, il faut noter qu’il existe des antibiotiques
«orphelinsy», n’appartenant a aucune famille tels que 1’acide fusidique, la fosfomycine (Poyart,

2003).

I11.3. Modes d’action des antibiotiques

Pour exercer leur action, les antibiotiques doivent se lier a des cibles moléculaires
specifiques le plus souvent intracellulaires (Coulibaly et al., 2014). Ainsi, les mécanismes d’action
des antibiotiques se divisent en fonction de leurs cibles. Les antibiotiques agissent notamment en
perturbant une étape essentielle du métabolisme des bactéries : synthese de la paroi cellulaire
(peptidoglycane ou membrane externe), synthese protéique, synthése des acides nucléiques,
réplication, transcription, transport transmembranaire (Belouni, 2009).

Le tableau 02 présente les principaux antibiotiques utilisés en fonction de leur mécanisme
d’action. A ce jour, des milliers de molécules d’antibiotiques naturels ou synthétiques ont été
développés. Toutefois, la toxicité de certaines molécules les empéche d’étre utilisées en médecine
humaine. En somme, une centaine d’antibiotiques sont administrés dans un contexte clinique afin

de maitriser les maladies infectieuses causées par des agents bactériens. (Prescott et al., 2010).
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Tableau 02: Mécanisme d’action des principaux agents antimicrobiens (Prescott et al.,2010).

Mécanisme d’action Agents antimicrobiens

Inhibition de la synthése de la paroi - lactamines

cellulaire

Inhibition de la synthese protéique Aminoglycosides ou aminosides
Inhibition de la synthese des acides Quinolones

nucléiques

Inhibition des voies métaboliques Sulfamides

I11.4. Résistance aux antibiotiques

Une souche bactérienne est considérée résistante a un antibiotique donné, lorsqu'elle est
capable de croitre en présence de cet antibiotique, a une concentration significativement plus élevée

que celle normalement active sur les souches sensibles de cette espece (Bousseboua, 2005).

Il existe de nombreux mécanismes aboutissant a 1’expression de la résistance et suivant son
caractére inné ou acquis : la résistance naturelle et la résistance acquise. La résistance naturelle est
programmée sur le génome et constante a l'intérieur du taxon; elle constitue un critére
d'identification stable d’une espéce. Les résistances acquises sont quant a elles consécutives a des

modifications de I'équipement génétique (Diallo, 2013).

111.4.1. Résistance naturelle des entérobactéries

La résistance naturelle est un caractére présent chez toutes les souches appartenant a la
méme espece. Elle peut étre due a I’inaccessibilité de la cible pour I’antibiotique qui est une
conséquence des différences existant entre les structures pariétales bactériennes, a une faible affinité
de la cible pour I’antibiotique, ou encore a I’absence de la cible (Poyart, 2003).
La résistance naturelle est stable, transmise a la descendance mais pas ou peu transmissible sur un
mode horizontal. La résistance naturelle a pour support génétique le chromosome bactérien (Sekhri,
2011).

Les entérobactéries peuvent étre divisées en quatre groupes en fonction de leur résistance
naturelle aux B-lactamines :
*Entérobactéries du groupe 1 : pas de résistance naturelle aux R-lactamines (Proteus mirabilis,
Salmonella, Shigella, Escherichia coli).
*Entérobactéries du groupe 2 : résistance par pénicillinase chromosomique (Klebsiella

Citrobacter koseri).
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*Entérobactéries du groupe 3 : résistance par cephalosporinase chromosomique (Citrobacter
freundii, Enterobacter, Serratia, Morganella, Providencia, Hafnia).
*Entérobactéries du groupe 4 : résistance par action combinée d’une pénicillinase et d’une

céphalosporinase (Mainardi, 2015).

111.4.2. Résistance acquise

La résistance bactérienne acquise a un antibiotique est un phénoméne qui apparait au niveau
des souches d’une espeéce donnée, normalement sensible a cet antibiotique. C’est I’acquisition d’un
facteur génétique qui se traduit par une réduction de la sensibilité a la molécule qui lui était fatale.
Elle peut donc se faire soit par mutation chromosomique soit par acquisition des génes transférés
d’un autre micro-organisme. La résistance acquise est transmissible a la descendance (verticale) ou
a d’autres bactéries de la méme espéce ou d’espéces différentes (transmission horizontale)
(Brahimi, 2013).

111.4.2.1. Mécanismes génétiques de la résistance acquise
111.4.2.1.1. Résistance par mutation chromosomique

C’est un phénomeéne rare, due au hasard. Il n’est pas provoqué par la présence de
I’antibiotique. Mais I’antibiotique révéle la mutation de résistance en sélectionnant les bactéries
mutantes résistante (ou plus exactement, en détruisant les autres bactéries de 1’espéce, celles restées
sensibles a I’action de D’antibiotique). C’est un phénomeéne indépendant : 1’apparition d’une
mutation ne favorise pas 1’apparition d’autres mutations de résistance a d’autres antibiotiques. La
probabilité de deux mutations simultanées est donc tres faible. Elle est transmissible ; elle est
permanente et a donc un caractéere héréditaire (transmission sur un mode vertical de bactérie-mere a
bactéries-filles). Toutes les mutations ont pour conséquence la perte ou la modification d’une
protéine structurale ou enzymatique et une bactérie mutée est souvent contre-sélectionnée en

I’absence d’antibiotique (Lozniewski et Rabaud, 2010).

111.4.2.1.2. Résistance par acquisition de genes

Il s’agit ici de la résistance par un gain d’ADN extra-chromosomique le plus souvent un
ADN plasmidique. Le plasmide est un fragment d’ADN extra-chromosomique (présent dans le
cytoplasme) et qui peut porter un ou plusieurs génes de résistance. Ces fragments d’ADN peuvent
étre transmis d’une bactérie donneuse a une autre bactérie dite receveuse ; cette transmission peut se
faire entre deux espéces différentes de bactéries. A travers ce mécanisme, on se trouve face a une
facilité d’acquisition de résistance et méme de multi-résistance contrairement a celle acquise par
mutation d’ADN chromosomique. Ce mode d’acquisition de résistance peut se faire selon trois

mécanismes différents (figure 02) dont la transduction (avec un bactériophage comme vecteur), la
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transformation (capture d’ADN par la bactérie) et la conjugaison (transfert de plasmide d’une

bactérie a une autre qui peut étre d’espéce différente) (Baudry et Brézellec, 2006).

™~ “», Partial genome
Transformation ( @

| transfer by
" DNA uptake

Conjugation Plasmids ) Conjugation
D iy o..__
Plasmid transfer during = ‘)’g Partial genome transfer

conjungation Virus 2 during conjugation
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€

Transfer as part of viral genome

Transduction

Figure 02 : Mécanismes de transfert génétique.

111.4.2.2. Mécanismes biochimiques de la résistance acquise

D’une fagon générale, la résistance acquise aux antibiotiques fait appel a trois grandes
catégories de mecanismes: inactivation de I’antibiotique liée a la production d’enzymes,
modification de la cible de I’antibiotique, défaut d'accumulation de l'antibiotique, due soit a un
defaut de pénétration intracellulaire (diminution de I’influx membranaire), soit a 1’expulsion de

I’antibiotique hors de la bactérie (efflux membranaire) (Pantel, 2015).

I11.4.2.2.1. Résistance par inactivation enzymatique de I’antibiotique

Chez les entérobactéries, ce mécanisme de résistance majeur concerne plusieurs familles
d’antibiotiques, principalement les B-lactamines et les aminosides, mais également les quinolones et
le chloramphénicol (Pantel, 2015). Ce mode de résistance implique l'inactivation de I'antibiotique

par un enzyme bactérien (Van Bambeke et Tulkens, 2008).

% Résistance aux béta-lactamines
Les entérobactéries peuvent résister aux béta-lactamines par la production des béta-
lactamases: des enzymes qui hydrolysent le noyau béta-lactame commun a toutes les béta-
lactamines, ce qui forme un acide inactif (exemple: acide pénicilloique par hydrolyse d’une
pénicilline). Les bactéries possédant ce type d’enzyme sont donc résistantes a une ou plusieurs béta-

lactamines.

Page | 12



Synthése bibliographique

Il existe plusieurs types de béta-lactamases, elles différent par leur affinité pour le cycle beta
lactame, exemples :
e Pénicillinase : action sur les pénicillines et éventuellement les céphalosporines de premiére
génération (C1G).
e Céphalosporinase : active sur les pénicillines et les céphalosporines.
e Béta-lactamase a spectre étendu (BLSE) : pénicillinase active aussi sur les céphalosporines
avec une synergie permettant de la différencier des céphalosporinases.

e Carbapénémase : active aussi sur les carbapénemes (Albano et Moreda, 2016).

% Résistance aux aminosides

Les aminosides sont des antibiotiques bactéricides qui agissent par inhibition de la synthese
protéique, au niveau de toutes les étapes de la traduction. Leur cible est ’ARN 16S du ribosome
bactérien. Chez les entérobactéries, le mécanisme de résistance aux aminosides prepondérant est la
syntheése d’enzymes modificatrices, le plus souvent supportées par des ¢léments génétiques mobiles
(plasmides, transposons ou cassettes d’intégrons). Ces enzymes sont classées en fonction de la
réaction qu’elles catalysent :
- acétylation d’un groupe aminé : « Aminoglycoside N-Acetyltransferase » (AAC).
- phosphorylation d’un groupement hydroxyle : « Aminoglycoside O-Phosphotransferase » (APH).
- nucléotidylation d’un groupement hydroxyle : « Aminoglycoside O-Nucleotidyltransferase »
(ANT) (Pantel, 2015).

111.4.2.2.2. Résistance par modification de la cible de ’antibiotique
Ce phénomene recouvre I’altération de la cible de I’antibiotique, par mutation ou bien par
modification enzymatique, la protection de la cible et la synthése d’une nouvelle cible insensible a

’antibiotique. Il peut concerner, la encore, différentes familles d’antibiotiques (Pantel, 2015).

+ Résistance aux fB-lactamines

Elle est conférée par la modification des PLP "protéines liant les pénicillines": les PLP sont des
enzymes qui catalysent 1’étape finale de la biosynthese du peptidoglycane (paroi bactérienne) et qui
sont la cible des béta-lactamines (en se fixant aux PLP les béta-lactamines les empéchent de jouer

leur réle ; la synthese du peptidoglycane est donc entravée). Trois mécanismes peuvent intervenir :

e diminution de I’affinité des PLP pour les béta-lactamines (les béta- lactamines ont du mal a
se fixer aux PLP qui restent disponibles pour la synthése du peptidoglycane) .
e augmentation de la synthese des PLP existantes avec hyper-expression de PLP possédant

naturellement une faible affinité pour les béta-lactamines.
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e synthése d’une ou de plusieurs nouvelles PLP insensibles aux béta-lactamines (Lozniewski
et Rabaud, 2010).

% Reésistance aux quinolones

La résistance acquise aux quinolones est due majoritairement a des mutations chromosomiques
dans les génes codant leurs cibles intracellulaires, les topoisomérases de type II, que sont I’ADN
gyrase (formée des sous-unités GyrA et GyrB) et I’ADN topoisomérase IV (ParC et ParE). Chez les
entérobactéries, ces mutations touchent préférentiellement le géne gyrA, puis parC. Elles se
concentrant dans une région tres conservée de ces deux genes, appelée « Quinolone Resistance-
Determining Region » (QRDR). De telles modifications entrainent une modification des structures
secondaire et tertiaire des sous-unités GyrA et ParC se traduisant par une diminution d’affinité des
complexes ADN-enzyme pour les quinolones. La résistance aux quinolones est graduelle et

fonction du nombre de mutations observées dans les QRDRs (Pantel, 2015).

111.4.2.2.3. Résistance par imperméabilité membranaire
Il s’agit d’une diminution quantitative ou une modification des porines (canaux de pénétration
des antibiotiques a travers la membrane externe de la bactérie) provoquant la résistance par défaut

de pénétration passive de I’antibiotique (Pantel, 2015).

¢ Résistance aux fB-lactamines

La pénétration des P-lactamines, molécules hydrophiles, a travers la membrane externe
s’effectue a travers les porines qui sont des canaux protéiques remplis d’eau. Ainsi, la sensibilité
aux B-lactamines dépend du nombre de porines fonctionnelles. L’altération des porines par mutation
est a ’origine de résistances acquises aux P-lactamines, soit par une modification structurale d’une
porine essentielle, ce qui a été décrit chez E. coli, soit par une diminution quantitative des porines,

qui est la situation la plus fréquente (Kumar et Schweizer, 2005).

111.4.2.2.4 Résistance par efflux actif

Les systemes d'efflux sont constitués de protéines particuliéres, jouant le role de pompes
utilisant une force protons motrice pour expulser I'antibiotique des qu'il apparait dans la bactérie
(Poole, 2004).

+ Résistance aux fB-lactamines

Le systeme d’efflux actif est efficace grace aux protéines transmembranaires ancrées dans la
membrane plasmique mais également dans la membrane externe des bactéries a Gram négatif
(Walsh, 2003). Des mutations dans les régions régulatrices des opérons des systemes d'efflux multi-

drugs peuvent conduire a une surexpression des systemes d'efflux constitutifs, associée ou non a
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une perte des porines, et conférer une multirésistance aux antibiotiques. L implication des systémes
d’efflux dans la résistance aux B-lactamines a été clairement identifiée dans plusieurs études en
particulier chez Klebsiella pneumoniae. Ce type de mécanisme touche préférentiellement les

céphalosporines de deuxieme geénération (Bialek Davenet et al., 2011).
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I. Cadre et objectifs de I’étude

Ce travail a été réalisé au niveau du laboratoire de microbiologie du département de biologie appliquée,
université Laarbi Tébessi-Tébessa. Il a porté sur des échantillons d’aliments, prélevés a partir de différents
établissements de Fast-Food dans la ville de Tébessa. Les objectifs de cette étude étaient :

v' Isolement des entérobactéries a partir de différentes variétés d’aliments servis en
restauration rapide dans cette ville.

v’ Estimation de la contamination de ces aliments par les entérobactéries.

v' Evaluation des conditions de préparation de ces aliments.

1. Prélevement

Entre le 09/02/2020 et le 12/03/2020, 12 sandwichs de compositions différentes ont été
prélevés a partir de différents établissements de restauration rapide dans la ville de Tébessa
(tableau 03). La majorité de ces établissements sont situés dans des quartiers a forte affluence
a proximité des établissements scolaires et universitaires, des résidences familiales, des lieux

publics.

L’échantillon est prélevé, aseptiquement, dans un sac plastique stérile a usage unique :
sac de congélation zip-lock (figure 03), puis transporté tres rapidement au laboratoire. Pour
chaque échantillon, noter sur le sac, le numéro de 1’échantillon, le type de sandwich, la date et

le lieu de prélevement.

Figure 03 : Echantillons prélevés dans des sacs zip-lock.
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Echantillon

E1l : Libanaise

E2:Sandwich
Viande-hachée

E3: Pizza

E4 : Sandwich
Sous-marin

E5 : Makloub

E6 : Sandwich
« Kebda »

E7 : Mhadjeb

E8 : Chappatti

E9 : Sandwich
« Kebda »

E10 : Sandwich
sous-marin

E11: Tacos

E12 : Bourek

Tableau 3 : Description des échantillons prelevés.

Date de

Prélevement

09-02-2020

11-02-2020

16-02-2020

18-2-2020

24-02-2020

02-03-2020

02-03-2020

03-03-2020

08-03-2020

09-03-2020

09-03-2020

09-03-2020

Lieu de prélevement

En face a la faculté de
SESNV (Fast-food 1)

Djebel Eldjoref

Route de Constantine
(Fast-food 1)

En face de la faculté de
SESNV

(Fast-food 2)

En face de la gare de train

Faubourg

Centre-ville (Fast-food 1)

Centre-ville
(Fast-food 2)

Route de Annaba

Cartier des écoles

En face de la faculté de
SESNV (Fast-food 3)

Route de Constantine
(Fast-food 2)

Composition

Shawarma-Pain
libanais-salade
tomate-fromage
frites

Viande hachée-
frites omelette
Salade-fromage
Mayonnaise-tomate
Pate -sauce tomate
Thon-olive-fromage

Pain-sardine-ceuf
Variante-cachir

Pain-saucisse
Fromage-salade

Pain-foie-frites

Pate- viande hachée-
Oignon-ail-tomate
Pate-frites-thon
(Eufs-salade —
tomate-fromage

Pain-foie-frites

Pain-sardine-ceuf
Variante-Cachir

Pain -Viande hachée
Frites-salade-tomate-
Fromage
Mayonnaise
Pate-viande hachée
-tomate-ceuf-
Olive-fromage
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I11. Pré-enrichissement
Au laboratoire, prés du bec Bunsen :

-Peser aseptiquement dans une boite de Pétri, 25 g de 1’échantillon, de fagcon proportionnelle
un peu de chaque composant, en utilisant une spatule stérile.

-Transférer cette quantité dans un mortier stérile.

-Broyer a sec le mélange, puis ajouter progressivement 225ml de tryptone sel, en poursuivant
le broyage jusqu’a I’obtention d’une suspension homogene, c’est la suspension mere.
-Laisser reposer pendant une heure a température ambiante.

-Remettre le broyat dans un flacon stérile (figure 04).

-Incuber le flacon pendant 24 h a 37 °C.

Figure 04 : Etapes de préparation de la suspension mere
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1V. Isolement des entérobactéries

» Apres incubation, préparer deux dilutions décimales 102 et 1073 dans 9ml de
tryptone- sel.

» Déposer a 1’aide d’une micropipette 0,1 ml de la suspension mére et des dilutions ainsi
préparées a la surface de la gélose Mac Conkey préalablement coulée, a raison d’une
boite par dilution.

> Etaler immédiatement & I’aide d’un rateau (figure 05).

» Incuber pendant 24 a 48 h a 37 °C jusqu’a I’apparition des colonies.

Figure 05 : Ensemencement pour isolement des entérobactéries

La gélose Mac Conkey est un milieu d’isolement ordinaire, lactosé sélectif des bacilles a
Gram négatif non exigeants. La présence de lactose et de rouge neutre permet d’apprécier

I’assimilation du lactose par les bactéries. Apres incubation, la lecture se fait comme suit :
e Colonies roses/rouges : acidification du milieu par fermentation du lactose (lactose +).

e Colonies incolores ou jaunes : pas d’acidification du milieu (lactose -) (Fraperie et
Lasserre, 2016).
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V. Recherche des Salmonella

» En parallele, homogénéiser la suspension du pré-enrichissement (flacon du tryptone-
sel préalablement incubé), prélever 1 ml et I’inoculer dans 10 ml du bouillon SFB
(Selenite F Broth), homogénéiser et incuber pendant 24 4 48 h a 37 °C.

» Aprés incubation, si la culture est positive (présence d’un trouble), ensemencer par la
méthode des stries (figure 06), deux boites de gélose Salmonella- Shigella (SS).

> Incuber pendant 24 a 48 h a 37 °C.

Figure 06 : Protocole de recherche de Salmonella.

La gélose SS est un milieu sélectif différentiel pour 1’isolement des Salmonella et
Shigella dans les aliments et les prélévements pathologiques, etc... Dans ce milieu, le vert
brillant, les sels biliaires, le thiosulfate et le citrate inhibent les bactéries a Gram + et les
coliformes. Le thiosulfate combiné au fer constitue également un indicateur de la production
d’H2S, qui se manifeste par un noircissement du centre des colonies. En plus, la présence de
lactose et de rouge neutre permet de connaitre la capacité des bactéries a utiliser le lactose :
-Colonies roses/rouges : acidification du milieu par fermentation du lactose (lactose +).
-Colonies incolores ou jaunes : pas d’acidification du milieu (lactose —).

Le thiosulfate de sodium est une source de souffre a partir de laquelle certaines bactéries
forment du sulfure d’hydrogéne (H2S). Ce dernier réagit avec les ions ferriques pour former

un précipité noir de sulfure de fer :

-Colonies a centre noir : formation de sulfure d’hydrogéne (H2S +).

-Colonies sans centre noir : pas de formation de sulfure d’hydrogéne (H2S -)
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Les Salmonella forment des colonies incolores avec ou sans centre noir : Lactose — et H2S + ou
H2S —

Les Shigella forment des colonies incolores sans centre noir : Lactose — et H2S

Les coliformes dont Escherichia coli forment des colonies rouges/roses : Lactose + et H2S —

(Fraperie et Lasserre, 2016).
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V1. Purification

e Pour les entérobactéries sur Mac Conkey
Apres incubation, faire I’examen macroscopique (description de la forme, la taille,
I’aspect et la couleur des colonies) et I’examen microscopique (coloration de Gram) des
colonies obtenues dans toutes les boites ensemencées. Retenir seulement les colonies qui
présentent des bacilles a Gram négatif (BGN). Poursuivre la purification (si nécessaire) des
isolats a partir des mémes colonies examinées : chaque colonie est repiquée sur le méme

milieu d’isolement, en faisant des stries éloignées par I’anse de platine (figure 07).

Figure 7 : Purification d’un isolat obtenu sur gélose Mac Conkey.

e Pour Salmonella sur gélose SS

Repérer les colonies présomptives de Salmonella : colonies transparentes avec ou sans
centre noir. Faire une coloration de Gram pour les colonies suspectes. S’il s’agit de BGN,

procéder a une purification sur le méme milieu.

Apres incubation pendant 24h a 37 °C, faire la coloration de Gram et vérifier si les
colonies présentent les mémes aspects macroscopique et microscopique présentés dans le

premier isolement. Dans ce cas, procéder a la conservation de 1I’isolat pur.
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VI1I. Conservation

La conservation se fait par repiquage a partir des isolats purs sur gélose nutritive
inclinée (figure 08), en faisant des stries serrées. Aprés incubation pendant 24h a 37°C,

conserver les tubes au réfrigérateur ou a température ambiante en position verticale en notant

la date de conservation et le code de 1’isolat.

Figure 8 : Culture sur gélose de conservation.
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I. Résultats
I.1. Examen macroscopique

Parmi 12 échantillons d’aliments fast food analysés, la culture s’est révélée positive
pour 9 échantillons soit 75% sur gélose SS et pour les 12 échantillons soit 100% sur gélose

Mac-Conkey.

Selon la couleur des colonies, on a pu distinguer 3 aspects culturaux sur chacun des
milieux de culture utilisés. Ces différents aspects sont décrits dans le tableau 04, puis

présentés dans les figures 09 et 10.

Tableau 04 : Description des différents aspects culturaux.

aractére Aspect Couleur Forme Elévation Contours = Consistance Taille
Milieux

Gélose (@) Rose Bombee, Régulier Lisse Petite ou
Mac ou rouge Ronde aplatie, avec ou ou moyenne
Conkey ou un aspect sans rugueuse
en cratére précipité
(b) Transparente Ronde Bombeée ou Lisse Petite ou
aplatie Régulier Moyenne
(©) Rose clair  Ronde  Bombeée Lisse Petite ou
Régulier ou Moyenne
muqueuse
Gélose (d) Transparente Ronde Bombée ou Petite ou
Salmonella avec centre un aspecten  Régulier Lisse Moyenne
Shigella noir cratéere
(e) Transparente Ronde  Bombée Petite ou
sans centre Regulier Lisse Moyenne
noir
(f) Rose foncé  Ronde  Bombée Régulier Lisse Petite ou
ou clair avec ou Moyenne
sans
précipité
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Isolat : ESMC2

Isolat : E9MC1

Isolat : EZMC2

Isolat : EEMC1

Aspect (a)

Aspect (b)

Aspect (c)

Isolat : ELOMCA4

Isolat : E3MC2

Isolat : E9MC3’

Figure 9 : Aspects culturaux obtenus sur gélose Mac-Conkey
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Isolat : E1SS4

Isolat : E1SS1

Isolat : E12SS1

—

Isolat : E1SS2

Aspect (e)

Aspect (f)

Isolat : E11SS2

Isolat : E9SS1

Figure 10 : Aspects culturaux obtenus sur gélose SS
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|.2.Répartition des isolats selon I’aspect macroscopique
1.2.1.Répartition des isolats obtenus sur gélose Mac-Conkey

La purification nous a permis d’obtenir 47 isolats sur la gélose Mac-Conkey, répartis
sur les trois aspects (Figure 12), precédemment décrits : aspect (a), aspect (b) et aspect ()

présentés respectivement par 29, 10 et 8 isolats.

70,00%

60,00%

30,00%

20,00%
Aspect (c)

10,00%

Aspect (b)

0,00%
Gélose MC Aspect (a)

B Aspect (a) ™ Aspect (b) ™ Aspect (c)

Figure 11 : Répartition des isolats obtenus sur gélose Mac Conkey selon I’aspect

macroscopique.

Page | 27



‘ Résultats et Discussion

1.2.2 Répartition des isolats obtenus sur gélose Salmonella-Shigella

Sur gélose SS, nous avons obtenu 23 isolats, que nous avons répartis selon 1’aspect
cultural en trois aspects (Figure 13) : aspect (d), aspect (e) et aspect (f) présentés

respectivement par 2, 8 et 13 isolats.

60,00%
50,00%
40.00%
30,00%

Aspect (f)

20,00% Aspect (e)

1N NNOoL

0,00% Aspect (d)

Gélose SS

Figure 12 : Répartition des isolats obtenus sur gélose SS selon I’aspect macroscopique.
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1.3.Examen microscopique

L’observation microscopique apres coloration de Gram des colonies examinées, a montré

différentes formes de bacilles a Gram négatif (figure 11) :
e Aspect (a) : Bacilles longs ou moyens.
e Aspect (b) : Bacilles épais.

Aspect (c) : Coccobacilles isolés ou regroupés en paire.
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Aspect (a) : E10SS2

Aspect (a) : E3MC3
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Aspect (b) : EOMC1

Aspect (c) : E1SS2

Figure 13 : Aspects microscopiques observés apreés coloration de Gram

Page | 29



‘ Résultats et Discussion

I.4.Répartition des isolats selon I’aspect microscopique

La répartition des 70 isolats obtenus sur les deux milieux de culture utilisés, selon I’aspect
microscopique est présentée dans la figure (14). On distingue :
e Aspect (a) : 25 isolats.
e Aspect (b) : 17 isolats.
e Aspect (c) : 28 isolats.

Cocobacilles m bacilles longs ou moyens M Bacilles épais

24,29%

35,719

Figure 14 : Répartition des isolats obtenus en fonction de ’aspect microscopique.
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1.5.1dentification préliminaire des isolats

En se référant aux critéres de lecture sur les deux milieux de culture utilisés (voir
matériel et méthodes) et en se basant sur 1’aspect microscopique, on a pu prédéterminer les
genres des entérobactéries (Tableau 05) correspondants aux isolats obtenus a partir des
différents échantillons.

Tableau 5 : Genres des Entérobactéries obtenus a partir des différents échantillons

Echantillons Isolats Genres suspects
(nombre d’isolats)
E1l : libanaise EIMC1  Shigella
(09 isolats) EIMC2 E.coli
E1MC3 Serratia
E1IMC4  E.coli

E1MC5 Enterobacter
E1SS1 Salmonella
E1SS2 Shigella
E1SS3 Salmonella
E1SS4 Salmonella

E2 : Sandwich E2MC1 E. coli/ Citrobacter
viande hachée E2MC2 Salmonella
(05 isolats) E2MC3  Yersinia

E2SS1 Shigella
E2SS2 Shigella
E3 : Pizza E3MC1 E. coli/ Citrobacter
(06 isolats) E3MC2  Enterobacter
E3MC3 Enterobacter
E3MC4  Providencia/
E3SS1 Enterobacter
E3SS2 Klebsiella

Klebsiella
E4 : Sandwich E4MC1 E. coli/ Citrobacter
sous-marin E4MC2 E.coli/ Citrobacter
(04 isolats) E4SS1 Enterobacter
E4SS2 Enterobacter
E5 : Makloub E5MC1 Enterobacter
(04 isolats) E5S5MC2  Citrobacter/ E.coli

E5MC3 Citrobacter/ E.coli
E5MC4 Citrobacter/ E.coli

E6 : Sandwich E6MC1  Klebsiella
kebda E6MC2  Shigella
(04 isolats) E6MC3  Serratia

E6MC4  Shigella
E7MC1  Yersinia/ Serratia
E7 : Mhadjeb E7MC2  Shigella
(06 isolats) E7TMC3  Shigella
E7TMC4  E. coli/ Citrobacter
E7SS1 Citrobacter/ E.coli
E7SS2 Shigella
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Suite du tableau 5 : Genres des Entérobactéries obtenus a partir des différents échantillons

Echantillons
(nombre d’isolats)
E8 : Chappatti

(04 isolats)

E9 : Sandwich
kebda
(11 isolats)

E10 : Sandwich
sous-marin
(12 isolats)

E11: Tacos
(3 isolats)

12/ Bourek
(2 isolats)

Isolats

ESMC1
EBMC2
E8SS1
E8SS2
EOMC1
EOMC1"
EOMC2
E9MC2'
EOMC3
EOMC3'
EOMC4
E9MC4'
E9SS1
E9SS2
E9SS2!
E10MC1
E10MC2
E10MC3
E10MCA4
E10MC5
E10MC5’
E10MC6
E10SS1
E10SS1'
E10SS1"
E10SS2
E10SS2'
E11MC1
E11SS1
E11SS2
E11SS1
E11SS2

Genres suspects

Yersinia/ Serratia
E.coli/ Citrobacter
Yersinia/ Serratia
Shigella

E. coli/ Citrobacter
Citrobacter/ E.coli
Morganella
Klebsiella
Shigella
Klebsiella

E.coli/ Citrobacter
E.coli/ Citrobacter
E.coli/ Citrobacter
E.coli/ Citrobacter
E.coli/ Citrobacter
Enterobacter
Citrobacter
Yersinia

Serratia

Serratia

Shigella

Serratia

E.coli

Salmonella
Salmonella
Salmonella
Salmonella

E.coli

Klebsiella
Shigella

E.coli

Citrobacter

D’apres les résultats figurés sur le tableau 5, on remarque que les échantillons a base des viandes

(viande de volaille, viande hachee, foie, thon) contiennent généralement des entérobactéries

pathogénes comme Salmonella, Shigella, Yersinia. Ainsi, les échantillons qui présentent un nombre
élevé des isolats sont : E1 (libanaise), E9 (sandwich kebda) et E10 (sandwich sous-marin) contenant
respectivement 9, 11 et 12 isolats appartenant a différents genres des entérobactéries principalement

les coliformes.
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I1. Discussion

Les aliments prépares et vendus dans les établissements de restauration rapide constituent une
source de repas disponibles, peu colteux et nutritifs et prix raisonnable, golt agréable et facile a servir
(Sotohy, 2019). Cependant ces aliments ont fréquemment été incriminés dans des infections, des toxi-
infections et des intoxications alimentaires dues principalement aux bactéries parmi lesquelles les

entérobactéries.

Durant notre travail, nous avons étudié 12 echantillons prélevés au niveau de 12
établissements de restauration rapide dans quelques quartiers de la ville de Tébessa, dans le but
d’isoler des entérobactéries. D’apres les résultats de 1’examen préliminaire basé¢ sur 1’aspect
macroscopique et I’aspect microscopique des isolats obtenus sur les deux milieux utilisés (gélose Mac
Conkey et gélose SS), on a pu retenir 70 isolats purs de BGN dont 47 sur gélose Mac Conkey et 23
sur gélose SS. L’analyse des différents aspects obtenus nous a permis de constater que les
échantillons sont contaminés par les entérobactéries dont la plupart des isolats (environ 50 parmi 70)
sont rapprochés aux coliformes, il s’agit des isolats lactose + qui sont de couleur rose sur les deux
milieux (Tableau 4 : aspects a, c et f). Ces isolats pourraient étre des coliformes thermotholérants

(anciennement appelés coliformes fécaux).

Les coliformes sont des entérobactéries qui incluent des especes bactériennes qui vivent dans
I’intestin des animaux homéothermes, mais aussi dans 1I’environnement en général (sols, végétation
et eau). Les principaux genres bactériens inclus dans le groupe sont : Citrobacter, Enterobacter,
Escherichia, Klebsiella et Serratia. Presque la totalité des espéces sont non pathogenes et ne
représentent pas de risque direct pour la santé, a I’exception de certaines souches d’E. coli ainsi que

de rares bactéries pathogénes opportunistes (CAE du Québec, 2003).

Les coliformes thermotolérants, sont un sous-groupe des coliformes totaux capables de
fermenter le lactose a une température de 44,5 °C. L’espece la plus fréquemment associée a ce groupe
bactérien est I'E. coli et, dans une moindre mesure, certaines especes des genres Citrobacter,
Enterobacter et Klebsiella. Bien que la présence de coliformes fécaux témoigne habituellement d’une
contamination d’origine fécale, plusieurs coliformes fécaux ne sont pas d’origine fécale. La présence
de coliformes fécaux peut étre une indication de la présence de micro-organismes entéropathogenes

comme les salmonelles. (CAE du Quebec, 2003).

Dans notre travail, les isolats obtenus ont été rapprochés a différents genres d’entérobactéries

(Tableau 5) en se basant sur les caractéres culturaux el les caracteres morphologiques.
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A la lumiére de ces résultats, on a constaté que la plupart des isolats appartiennent aux genres
Citrobacter, Enterobacter, Escherichia, Klebsiella et Serratia qui forment le groupe des coliformes,

considérés comme indicateurs de contamination fécale.

La contamination des aliments étudiés dans notre travail par les coliformes peut étre due
principalement aux mauvaises conditions d’hygiéne des manipulateurs. Notre constatation est basée
sur le fait que nous avons observé, durant le prélevement, que 98 % des restaurateurs, ne portaient
pas de blouse, ni de gants, ni de coiffe, donc il est possible que ces aliments soient contaminés durant
leur préparation, en plus, ils ne respectaient pas les régles d’hygiéne des mains et des surfaces en
particulier. Ceci peut étre en grande partie le fait que les employés des fast-foods ne sont pour la
plupart pas formés aux bonnes pratiques d’hygiéne et ils sont les sources possibles de contamination

pouvant provoquer des maladies microbiennes d'origine alimentaire (Nurhussen, 2020).

Ainsi, d’autres causes de contamination peuvent étre déduites, comme les mauvaises
conditions de préparation telle que I’'utilisation des ustensiles, des planches a découper et des plans
de travail souillés, facilitant surtout les contaminations croisées. En effet, selon nos observations au
cours de cette étude, les restaurateurs utilisent les mémes couteaux pour découper les viandes, les
salades, le pain, etc. Les couteaux n'étaient pas du tout lavés et étaient souvent envahis par les
mouches (Mensah et al.,2002). Une étude (Barro, 2007) a montré qu’aprés l'analyse
microbiologique de la surface des ustensiles, des coliformes ont été identifiés sur 100% des couteaux

et sur 40% des assiettes.

En outre, I’utilisation d'une eau douteuse de qualité hygiénique et I’exposition des denrées
alimentaires a I’air libre peuvent étre une source de ces microorganismes. Les mauvaises conditions
de stockage des aliments en particulier la température, permettent également la croissance

bactérienne.

En plus des coliformes, certains isolats ont été rapprochés a d’autres entérobactéries
pathogenes comme Salmonella, Shigella et Yersinia. Ceci est noté pour 8 parmi 12 échantillons, il
s’agit principalement des aliments a base de produits carnés et/ou additionnés des crudités comme la
laitue, la tomate et d’autres produits susceptibles comme la mayonnaise, la sardine, le cachir et les
ceufs (voir tableau 05, échantillons E1 : libanaise, E2 : sandwich viande hachee, E6, E9 :
sandwich kebda, E10 : sandwich sous-marin). De méme, une recherche récente (Sotohy, 2019), a
constaté la présence de Salmonella spp (6,6%), Salmonella enteritidis (3,3%), dans un échantillon de
sandwich au foie (kebda). En ce qui concerne 1’origine de contamination, une autre recherche (Barro,
2007) portant sur les l'analyse bactériologique des empreintes digitales des vendeurs a montré que

19% de ces derniers étaient porteurs de coliformes thermotolérants et que les mains de ces vendeurs
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étaient porteuses de Salmonella et Shigella. Par conséquent, la présence de ces entérobactéries
pathogénes dans les aliments préts a manger constitue sans doute un risque sanitaire potentiel aux
consommateurs qui prétent généralement peu d'attention a la sécurité, la qualité et I’hygiéne de ces

aliments (Nurhussen, 2020).

La contamination des échantillons a base de viande de volaille « Chawarma » et « kebda »
pourrait étre due a la facon dont ils sont cuits. Le Chawarma par exemple est cuit trés lentement sur
un baton en rotation (Beldjoudi et Dalibey, 2014), ou la température de cuisson est insuffisante pour
détruire les microorganismes pouvant se présenter dans la viande. En plus, la machine & Chawarma
est installée souvent en dehors du fast-food pendant une longue durée (presque toute la journée) ce
qui entraine une exposition a tout type de contamination provenant du milieu externe. Ensuite, apres
sa cuisson, les restaurateurs le laissent pendant plusieurs heures a température modérée ou éleveée,
favorable au développement des microorganismes. La contamination peut également étre justifiée par
le non-respect des régles d’hygiéne comme le port des gants et le lavage des mains avant et aprés
manipulations. En ce qui concerne le foie de poulet, sa cuisson tres rapide, peut étre inefficace contre
les microorganismes, surtout que nous sachons trés bien que les abats sont généralement plus

susceptibles de contenir un nombre élevé des entérobactéries, particulierement Salmonella.

La viande hachée est également grillée trés rapidement sur des plaques souvent souillées, puis
entreposée a température ambiante, ce qui favorise la croissance microbienne et la formation de
biofilm. En plus, il ne faut pas oublier la possibilité de contamination primaire de la viande lors de
I’abattage et 1’éviscération et au cours des différentes étapes de la transformation.

Par ailleurs, la contamination des aliments servis en restauration rapide peut étre due a 1’ajout
d’autres ingrédients tel que certaines crudités comme la laitue, la tomate, les olives (tableau 03), qui
peuvent étre contaminées pour plusieurs raisons : mauvaises conditions de lavage, manque d’hygiéne
par les manipulateurs, contaminations croisées. D’autres produits comme certaines conserves (Thon,
sardines) peuvent aussi faire partie de la composition d’un aliment fast- food (sandwich sous-marin
et pizza). Ces conserves sont souvent préparées dans des conditions imparfaites : elles sont parfois
additionnées de 1’eau, ce qui va les rendre plus susceptibles a ’altération, elles sont généralement
laissées exposées a I’air le long de la journée et méme, elles sont manipulées aux mains du personnel.
La mayonnaise, un produit fréguemment utilisé comme ingrédient principal dans beaucoup de
variétés fast-food, est aussi une source de contamination, car elle est préparée a base des ceufs trés
vulnerables et pouvant étre contaminés par Salmonella. Ainsi, les fromages utilisés en restauration
rapide peuvent étre quelquefois contaminés vu surtout les mauvaises conditions de conservation et

les manipulations souillées.
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Par ailleurs, il a été rapporté dans une étude (Barro, 2007) que les pieces d'argent portent
diverses bactéries. Il y avait une présence dominante de coliformes : il s’agit ici d’une contamination
des aliments due au transport bactérien par l'argent. Evidemment, nous avons constaté durant notre

travail, que la préparation des sandwichs est assurée par un cuisinier a 70% et par le vendeur a 30%.

Enfin, pour préparer des repas de bonne qualité microbiologique, il faut respecter de
nombreuses régles d’hygiéne a plusieurs niveaux : matiéres premiéres mises en jeu, environnement

de préparation (matériel, locaux, personnel) et savoir-faire (Ilboudou, 2010).
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Conclusion

Conclusion

es entérobactéries sont responsables de diverses pathologies humaines parmi lesquelles, les
maladies a transmission alimentaire, dont les aliments fast-food sont fréquemment incriminés.

Ce travail avait pour objectif d'isoler des entérobactéries a partir de divers échantillons de fast-
food dans la ville de Tébessa. Il a porté sur 12 échantillons de composition différente qui ont été
préparés au laboratoire pour un éventuel isolement sur la gélose Mac Conkey et la gélose
Salmonella-Shigella. Ensuite, les cultures obtenues ont été soumises a 1’examen macroscopique et a

I’examen microscopique par coloration de Gram.

Dans cette étude les isolats ont été rapprochés a différents genres d’entérobactéries, sur la base
des caractéres culturaux et morphologiques. La plupart des isolats appartiennent trés probablement
aux coliformes présentés par les genres Escherichia, Citrobacter, Enterobacter, Serratia et
Klebsiella. Ceci signifie en grande partie une contamination d’origine fécale. D’autres isolats ont

été rapprochés aux entérobactéries pathogénes : Salmonella, Shigella et Yersinia.

A la lumiere des résultats de cette étude, nous avons découvert beaucoup de défaillances dans
cette spécialité de restauration appréciée par un grand nombre de consommateurs, qui Sous
estiment, négligent ou ignorent les critéres de choix d’un établissement de fast-food préparant des

aliments garantis de point de vue hygiénique.

On doit bien annoncer que notre travail est, a notre connaissance, désigné comme la premiére
recherche realisée pour I’isolement des entérobactéries a partir des aliments de Fast-food dans la

ville de Tébessa.

Néanmoins, nos résultats préliminaires restent a confirmer par une identification biochimique,

qui n’est malheureusement pas réalisée a cause de la pandémie du covid-19.

I1 faut signaler que ce type de recherche est rarement réalisé en Algérie, bien qu’il a un grand
intérét de point de vue épidémiologique et de point de vue santé publique. Donc, on propose de
réaliser ces études a I’échelle nationale pour suivre en particulier 1’évolution de 1’antibiorésistance
des entérobactéries et d’autres agents pathogenes, puisqu’ il s’agit actuellement d’un probléme

majeur de santé publique.
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Annexes

Annexe i : Préparation des milieux de culture

/ Préparation du bouillon Tryptone-sel \
e Mettre en solution 8,5 g de Nacl et 1g de Tryptone dans 1 litre d’cau distillée.

e Agiter lentement jusqu’a dissolution compléte.
e Répartir en tubes ou en flacons.

e Stériliser a I’autoclave a 121 °C pendant 15 a 20 minutes.

\. Refroidir le milieu a température ambiante. /

[ Préparation du Bouillon SFB \

e Mettre en suspension 23 g dans 1 litre d’eau pure.
e Porter le ilieu a ébullition sous agitation constante pendant 2 a 3 minutes.
e Répartir en tubes ou flacons stériles.

NE PAS SURCHAUFFER - NE PAS AUTOCLAVER.

/ Préparation de la GN inclinée \

e Mettre en suspension 20 g de milieu déshydraté dans 1 litre d’eau distillée.

Porter lentement le milieu a ébullition sous agitation constante et I’y maintenir durant
e |e temps nécessaire a sa dissolution complete.

e Répartir en tubes a raison de 10 ml par tube.

e Stériliser a ’autoclave a 121 °C pendant 15 minutes.

e Laisser solidifier sur une surface froide en position oblique en créant une pente plus ou

K moins longue. /
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Annexe ii : Composition des milieux de culture

/ Composition du milieu Mac-conkey \

«» Pour 1 litre de milieu :

- Peptone pancréatique de gElIAtINE ..........cceiveiieie e 17,09
L 0/ 8100 ] 1SS UP ORI 15¢g
- Peptone pepsique de VIANGE .........coooiiiiiiieiee e 159
I T (0 1T PPNt 10,09
= SEIS DHITAITES ... et nre e nrae s 159
= ChIorure de SOUIUM.......cuiiii ettt reeste e nneen e 5090
= ROUQE NEULIE ... .30,0 mg
O 15y | IRV 0] (=] P 1,0 mg
- Agar agar baCteriolOgIQUE ..........coveiiiieieee e 1359

/ Composition du milieu SS \
< Pour 1 litre de milieu :

- Peptone pancréatique de VIANUE ...........ccooeieiiiiiieee s 509

e =V [N/ T=1 Lo [T 5040
el 161 (0 PRSPPSO 10,0¢g
= SEIS DIIAITES ... ere s 8590
O 1 =1 (=30 <0 Lo V] 1o 10,0 ¢
- ThIOSUITAtE A SOUIUM ...eeeeiieiiiee e et e e st e e e et n e e s sbaeee e 8,50
- Citrate ferrique ammoOnIaCal............ccocoveiieiiicce e 109
= ROUQE NBULIE ..ottt 25,0 mg
Y L= o] 11 = R 0,33 mg

- Agar agar DaCteriolOgIUE.........cviiiierie et 15049
pH du milieu prét-a-1 ‘emploi 8 25 °C : 7,0 £ 0,2.
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/ Composition de la gélose nutritive (GN) \
% Pour 1 litre de milieu :
= TIYPLONE o 509
= EXIrait d VIANAE ..ottt 309
- Agar agar baCteriolOgIQUE...........couveieiieie e 12,09

o

pH du milieu prét-a-1 ‘emploi a 25 °C : 7,0 £ 0,2.
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