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Introauction



Introduction

Les toxi-infections alimentaires dues principalement aux bactéries, virus, parasites et
polluants toxiques sont la principale cause de morbidité a travers le monde. Celles avec des
syndromes diarrhéiques sont le plus souvent banales sauf chez les personnes vulnérables avec
une immunité diminuée tel que les enfants, les femmes enceintes et les immunodéprimées. Le
traitement de choix pour ces gastroentérites nécessite souvent le remplacement du liquide et des

¢lectrolytes perdus. Les antibiotiques sont couramment prescrits pour les cas les plus séveres.

La contamination des aliments par des bactéries résistantes aux antibiotiques peut étre un
probléme major de santé publique car il est possible que les déterminants des génes codant pour
la résistance aux antibiotiques portés par des ¢léments génétiques mobiles peuvent Etre

transférés a d'autres bactéries humaines de signification clinique.

Comme dans de nombreux autres pays en développement, l'hygiéne des denrées
alimentaires et les mati¢res premicres, 1’épidémiologie de la résistance aux antimicrobiens sont
a leur débuts. En outre, l'absence de controles stricts sur 1’utilisation des antibiotiques en
médecine humaine et en particulier dans les systemes de production animale comme facteur de
croissance augmente le risque de contamination des produits alimentaires par des germes

multirésistants.

Les fruits de mer et spécialement les bivalves sont des filtreurs dont la qualité dépend de
celle de leur milieu. Leur consommation souvent crue augmente le risque d’intoxication
alimentaire. A cet effet, cette étude a été réalisée afin de fournir un profil de I’antibiorésistance
chez des souches isolées a partir de moule d’¢levage « Mytilus galloprovincialis » ainsi que de

son milieu environnant.

Pour ce faire nous avons adopté le plan suivant :

- Controle de la salubrité microbiologique des moules ainsi que de la zone d’¢levage.
- Prévalence de la résistance aux béta-lactamines chez des bactéries isolées de 1’eau
- Caractérisation de la résistance aux antibiotiques pour les bactéries isolées de la moules et

de I’eau.
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Géneralités

I. Généralités
I.1. La moule

I.1.1. Systématique de la moule

La moule est un animal aquatique dont le corps est mou d’ou le nom de mollusque,
enveloppé dans une coquille (bivalve) calcaire. Elle vit en colonies sur les rochers auxquels elles
se fixent par des filaments qu’elles sécrétent : le byssus, elles se déplacent en rompant, les fils

du byssus se fixent en sécrétant autres (Roger, 1978).

Les moules appartiennent a la classe des bivalves ou lamellibranches. Il existe plusieurs
classifications des bivalves selon que les auteurs tiennent compte de la forme de la coquille, de
celle de la charniére ou de la structure des branchies. Les moules appartiennent au genre Mytilus
sont extrémement répandu dans le monde (Marteil, 1976). Leur classification taxonomique est

(Lamarck 1819) :

Embranchement : Mollusques
Classe : Lamellibranche
Ordre : Fillibranche
Sous ordre : Anisomyaria
Super famille : Mytiloidea
Famille : Mytilidae

Sous famille : Mytilinae

Genre : Mytilus

Espece : Galloprovincialis

I.1.2. Morphologie de la moule (figure 1)

I.1.2.1. La coquille

I.1.2.1.1. Aspect extérieur et intérieur de la coquille

La coquille est plus ou moins renflée, pointue a I'une des extrémités et arrondie a 1’autre,
comprend deux valves égales qui sont unies par un ligament situé¢ le long de la charnicre
dorsale, elle est généralement bleue-noire et peut toutefois €tre brune, voire jaune.

Comme la montre la figure 1, 'intérieur des valves est lisse et bleuatre (Marteil, 1976).

I.1.2.1.2. Charniére et ligament

La charniere est réduite et I’'union des valves est assurée a peu pres exclusivement par le
ligament. Ce dernier est essentiellement formé de conchyoline (substance apparentée a la

chitine) (Marteil, 1976).
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Géneralités

1.1.2.2. Le corps
1.1.2.2.1. Manteau

Il présente deux lobes qui adhérent étroitement au corps dans la région dorsale, il est d’une
couleur qui va du blanc au jaune plus ou moins foncé. Le manteau joue un role non négligeable
dans la circulation de I’eau au niveau des branchies, il participe a la respiration, il assure la

formation de la coquille, sa calcification et la sécrétion du ligament (Marteil, 1976).

1.1.2.2.2. Muscles adducteurs

Deux muscles adducteurs dont 1’un, 1’antérieur, est réduit, s’opposent a ’action mécanique

du ligament : par leur contraction ils ferment la coquille (Marteil, 1976).
1.1.2.2.3. Pied

Le pied est une saillie musculaire située au-dessous de la masse viscérale. Sa grande

mobilité est due a I’existence de deux systémes de faisceaux musculaires (Marteil, 1976).

1.1.2.2.4. Branchies

Les branchies sont au nombre de deux. Reliées a la masse viscérale par I’intermédiaire de
I’axe branchial, chacune est constituée par deux rangées de filaments aplatis.

Elles sont avant tout les organes de la respiration, car c’est a leur niveau que la majeure
partie du sang s’oxygene ; mais son role principal est de retenir les particules en suspension
dans 1’alimentation. Ce sont elles enfin qui créent le courant d’eau sans lequel le mollusque ne

peut vivre (Marteil, 1976).

ligamant

astomac

| COoRur

muscle

- anus
siphon
manteau

branchies

Figure 1 : La morphologie interne de la moule (Marteil, 1976).
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Géneralités

I.1.3. Les principaux systémes de la moule
La moule compte pour sa survie sur six systémes :

> Le systéme digestif ; représenté par une bouche située a la partie antérieure du corps et

I’cesophage tres court, débouche sur 1’estomac.

» Le systeme circulatoire ; le cceur, situé sur la face dorsale du corps, comprend
deux oreillettes et un ventricule : il est entouré d’une mince membrane transparente : le

péricarde.

» Le systéme excréteur ; comprend deux reins, disposés de chaque coté du corps
entre le péricarde et le muscle adducteur postérieur et des glandes péricardiques
auriculaires qui sont particuliecrement développées chez la moule et entourent les

oreillettes.

» Le systéeme nerveux ; c’est un systéme rudimentaire représenté par trois paires

de ganglions.

» Le systéme reproducteur ; chez la moule, la glande génitale ou gonade s’étend de fagon

diffuse dans le manteau.

» Le systéme respiratoire ; Les branchies sont au nombre de deux. Reliées a la
masse viscérale par I’intermédiaire de I’axe branchial, chacune est constituée de deux
rangées de filaments aplatis. Ces derniers ont une double fonction : la respiration et
I’alimentation, respectivement, le ravitaillement en oxygene dissous et en plancton
qu’il soit végétal ou animal. Toutefois, le manteau participe aussi a la respiration grace a

un ¢échange direct de gaz avec I’eau de I’environnement (Marteil, 1976).

I.1.4. Cycle de reproduction

Les moules sont gonochoriques a sexes séparés et présentent plus d’un cycle de reproduction
annuel. Le cycle de développement de la moule passe par deux phases : phase planctonique ; ou
les larves sont capables de nager, sans que la coquille ne soit formée. Et une phase
sédentaire ; la larve, arrivée au moment de sa métamorphose et ayant trouvé un support

convenable pour se fixer (Marteil, 1976).
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Géneralités

I.1.5. Ecologie et répartition géographique

La moule vit fixée par son byssus sur des fonds dur tres variés, dans la zone littorale et a des
faibles profondeurs. Sa répartition bathymétrique est limitée vers la haute mer par le temps
d’immersion (médio littoral- inférieur) et vers le bas, dans I’infralittoral (Chinzi et al, 1998).

La moule s’adapte a des conditions de milieu trés variés et peut supporter de brusques
variations de I’environnement.

Les moules qui appartiennent au genre Mytilus sont extrémement répandus dans le monde.
On en rencontre depuis les régions tropicales jusque dans les mers polaires, depuis la limite
supérieure de hautes mers jusqu’a 6-9 m de profondeur, plus rarement 17 m (Mer du Nord) et

méme 30-40 m (Mer Baltique) (Quero et Vayne, 1998).

Mpytilus galloprovincialis est commune surtout en Méditerranée, en particulier, sur les cotes
algériennes, cette espece est la plus dominante a c6té de Perna perna et Mytilus edulis (Gosling,
2003), clle est trouvée également sur les cotes atlantiques et jusqu’a la Manche occidentale
(Marteil, 1976). On la trouve aussi sur les cotes de la mer Noire, I’ Adriatique, sur les cotes
atlantiques de la France, de I’Espagne, du Portugal et du Maroc (Lubet, 1973) et au Japon
(Hosmi, 1978).

Elle est ¢galement retrouvée dans les eaux saumatres des lagunes cotieres, comme le cas

du lac Mellah en Algérie (Gimazane, 1982).

DREEBSONA

Figure 2 : La répartition géographique des bivalves dans le monde (Gosling, 2003).
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1.1.6. Alimentation

I.1.6.1. Régime alimentaire

Comme tous les filtreurs, la moule vit, pour I’essentiel, aux dépend des particules en
suspension dans 1’eau (Dardignac-corbeil, 1989), eclle se nourrit de petits éléments
(phytoplancton, zooplancton, bactérie, fragment d’algues, des détritus, vase...etc.), qu’elles
tamisent avec leurs branchies (MPRH, 2001).

La qualité des aliments en suspension joue un rdle important. Si 1’eau contient une grande
proportion d’éléments sans valeur nutritive (grain de sable ou des particules de vase), la moule
est obligée de filtrer des quantités trés importantes pour récupérer les particules nutritives dont
elle a besoin ; elle peut avoir bien du mal a assurer sa ratio journalieére. Sa croissance est alors

ralentie, voire stoppée. (MPRH, 2001).

1.1.6.2. Valeur nutritive (www.passeportsante.net)

Les moules constituent pour I’homme, une source de nourriture ; en raison de leur
contenance en nutriments importants : Phosphore, Fer, Zinc, Sélénium, Vitamine Bl
(thiamine), Vitamine B2 (riboflavine) et Vitamine B12 (Une portion de 100 g de moules comble
dix fois les besoins quotidiens en vitamine B12). Et puis en ¢léments moins importants : Cuivre,
Vitamine B3 (niacine), Acide folique, Manganése, lode et Acide pantothénique (vitamine B5).

Elles présentent aussi des teneurs intéressantes en protéines, glucides et lipides (Tableau 1).

Tableau I : La valeur nutritive d’environ 100g de moule (Anonyme, 2005).

Moules bleues, bouillies ou vapeur, 100g
Poids/ Volume
(environ 12 moules moyennes)

Calories 172

Protéines 23.8g
Glucides 7.4¢g
Lipides 4.5¢g
Fibres alimentaires 0.0g
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I.1.7. Le mode trophique

La filtration est le mode trophique de la moule, elle s’effectue au niveau des branchies. Une
fois captées, Les particules (diatomées, dinoflagellés, détritus organiques, bactéries, flagellés et
protozoaires, matiere en suspension « MES ») sont attirées par un courant d’eau créé¢ par
les bandes ciliaires et dirigées vers les sillons marginaux ou dorsaux et convoyées vers
les palpes labiaux et la bouche. La digestion est presque exclusivement intracellulaire, les

¢léments non digérés sont rejetés avec les féces dans le milieu extérieur (Marteil, 1976).

Tableau II : Taux de filtration de certains mollusques bivalves (Deslous-Paoli et al. in
Guillaud, Romana, 1996).

Volume d’eau filtrée
Especes de Bivalves | Litre/heure/gramme Litre/heure/kg d’animal
de chair vivant (estimation)
Moules 35a13 175 a 650
Coques 3549 140 a 360
Huitres creuses 4as.5 100 a 150
Palourdes ~3 ~150

La moule peut filtrer ’eau pendant 18.5 a 24 heures par jours sans interruption avec
une vitesse moyenne de 20 1/h. Cependant, la durée et le temps de filtration varient en fonction

des différents parametres a savoir (Marteil, 1976) :

I.1.7.1. La température

La température est I'un des phénomenes les plus facilement perceptibles et mesurables. Son
influence sur le comportement des mollusques est communément admise mais elle mérite d’étre

succinctement précisée (Deltreil, 1974).

La majorité des bivalves marins tolérent une large gamme de température qui oscille entre
3°C et 44°C (Rosling, 2003). Mytilus galloprovincialis trouve une trés bonne croissance et
filtration entre 23°C et 28 ° C. Elle est ralentie en dehors de cet intervalle (Marteil, 1976 ;
Riva et Masse, 1983).

1.1.7.2. La salinité

La caractéristique principale de I’eau de mer est d’étre salée. Parmi les sels dissous,
certaines substances existent a de trés fortes concentrations comme les ions chlore (CI) et

sodium (Na).
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Selon Ranzoni, 1963 in Marteil, 1976, Mytilus galloprovincialis trouve une bonne
filtration entre 30 PSU et 38 PSU. En dehors de cet intervalle la filtration est ralentie voire

méme stoppée pour des valeurs inférieures a 15 PSU ou supérieures a 40 PSU.

1.1.7.3. L’ oxygéne dissous

C’est le plus important des gaz en ce qui concerne la vie des animaux. Sa raréfaction ou une
chute brutale de sa pression partielle peut entrainer la mort de nombreux mollusques.

Sa concentration (exprimée en millilitres ou en milligrammes d’oxygene dissous par litre
d’eau de mer ou par pourcentage de saturation) est la résultante d’actions de facteurs

antagonistes mettant en jeu des processus physiques, chimiques et biologiques (Deltreil, 1974).

L’oxygene dissous a également une certaine incidence sur la filtration. Chez Mytilus
galloprovincialis, la filtration nécessite au moins une quantit¢ de 3 mg/l d’oxygene dissous

(Marteil, 1976).

1.1.8. La conchyliculture en Algérie

En plus de nos 1200 km de cotes, le littoral algérien bénéficie de 1’influence du courant
atlantique concentré en pigments chlorophylliens et en phytoplancton, de la nourriture variée
donc, pour les coquillages filtreurs. Par ailleurs, la conchyliculture représente aussi une solution
pour protéger nos ressources marines. Face aux pressions constatées, exercées par I’homme sur
le littoral et aux dégradations de I’environnement marin, la conchyliculture littorale constitue un
des outils de gestion intégrée de la bande coétiere et des ressources littorales les plus
performantes.

Le MPRH Algérien a donné en 2007, des prévisions pour la production conchylicole (tableau
III), cepondant jusqu'a I’heure actuelle, ces objectifs sont trés loin.

Tableau III : Objectifs de productions tracées par les fermes conchylicoles en Algérie
(Ministere de la péche et des ressources halieutiques, 2007)

Wilayas Sites Objectifs de production annuelle
Alger Ain Chrob 50 T de moule et d’huitre

Alger Ain Chrob 50 T de moule en démarrage
Tipaza Ain Tagourait 50 T de moule

Tipaza Gouraya 50 T de moule

Tlemcen Maarouf 50 T de moule
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I.1.9. Devenir des bactéries dans ’eau de mer et leur concentration dans les mollusques

1.1.9.1. Devenir des bactéries

Le mouvement de 1’eau provoqué par les vagues et les courants de surface permet la

dilution, la diffusion des rejets chargés en bactéries.

Le délai de survie et le nombre de ces bactéries augmentent lorsqu’elles sont piégées dans le
sédiment apres décantation. Ces micro-organismes évoluent vers un ¢tat de dormance et
demeurent car leur pouvoir pathogene est conservé (Colwell, 1987).

Des expériences in vitro, ont montré qu’il existait trois phases distinctes permettant la survie

des germes :

e Une phase de repos au cours de laquelle la population bactérienne enregistre une légére
augmentation, puis une baisse.

e Une phase de mortalité de la population bactérienne.

e Une phase finale pendant laquelle est constatée la survie des germes les plus résistants, qui

se sont acclimatés, ou adaptés au nouveau milieu (Plusquellec, 1990).

1.1.9.2. Facteurs influant sur la teneur microbienne globale

1.1.9.2.1. Facteurs physiques

» La marée, tout au moins sur les cotes qui la subissent, est un élément important qui intervient

pour entrainer les contaminants vers le large.

» L’éclairement participe, grace aux radiations ultraviolettes, aux phénoménes d’épuration,

mais seulement dans la couche d’eau superficielle.

» Quant a la température, son influence est difficile a mettre en évidence en milieu ouvert. Il en

est autrement en milieu confiné.

1.1.9.2.2. Facteurs chimiques

L’action de I’oxygene dissous dans le processus d’épuration est connue. Les séries d’analyses
sur le littoral atlantique ont montré, au point de rejet des effluents, une teneur faible ou nulle en
oxygene, qui augmente au fur et a mesure qu’on s’en ¢€loigne, tandis que la microflore entérique
diminue. Il est naturellement difficile d’établir une relation de cause a effet dans le cas d’un tel

milieu ou d’autres phénomenes interviennent simultanément (Maziéres, 1963).
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1.1.9.2.3. Les matiéres organiques

Celles-ci accompagnent les pollutions d’égout, en fournissant a la microflore un matériel de
survie indispensable. Selon Brisou (1970), le facteur nutritif est le facteur essentiel de la raréfaction

des bactéries dans les eaux naturelles.

1.1.9.2.4. La salinité

La salinité est parametre qui influe sur la survie des bactéries dans 1’environnement. En effet,
Maziéres (1963) a remarqué une certaine accoutumance des germes au milieu, compte tenu de la
disparition massive dans la premicre partie du parcours. Cette derniere se manifeste de fagon plus
sensible lorsque les salinités restent peu élevées. Il en est de méme lorsque les microbes sont émis
dans un milieu trés chloruré mais dont cette chloruration varie peu d’amont en aval. Par contre,
lorsque 1’émission a lieu dans des eaux peu ou pas salées mais dont la salinité augmente

rapidement, la disparition des coliformes est plus rapide.

1.1.9.3. L’autoépuration des coquillages

L’autoépuration des coquillages est un phénomeéne physiologique qui met en ceuvre le
processus de « drinking », comme les mollusques ont la propriété de filtrer des grandes
quantités d’eau a travers leurs appareils digestifs, il est possible de les placer dans des eaux
propres, ou ayant subit déja une désinfection par des moyens physique et chimiques et leur

permet de s’autoépurer (Plusquellec, 1990).

1.1.10. Les risques sanitaires liés 2 la consommation des coquillages

Les bivalves dans le milieu marin jouent un rdle de « piégeurs » de bactéries en raison de
leur capacité de filtration importante d’une part (Tableau 3), et d’autre part ils donnent la chance
de survie aux bactéries qu’elles retiennent, quelque soit leur nature. Cette accumulation
de bactéries dépend de la nature des germes et de 1’état physiologique des bivalves (Guillaud et

Romana, 1996).

Les germes de contamination se concentrent non seulement dans le liquide intervalvaire,
mais aussi dans les différents segments du corps, a savoir I’hépatopancréas, les branchies, les

muscles adducteurs des valves et le manteau (Brisou et al., 1962).
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L’ingestion des coquillages peut représenter un danger pour la santé de I’homme. Ces accidents
d’origine bactériennes ou virales résultent soit par la contamination directe des coquillages dues
aux eaux polluées dans lesquelles ils vivent, soit lors du transport, de la manutention ou de la
préparation du fruit de mer en vue de la consommation, ils peuvent provoquer des diarrhées et des

hépatites, ce sont d’ailleurs les manifestation les plus fréquentes des toxi-infections alimentaires.

Le 1% cas d’intoxication a été signalé en 1793 en Colombie anglaise, ou plusieurs membres
d’un équipage ayant consommés des moules cueillies dans un port, furent pris quelques heures

apres des troubles, entrainant la mort de certains d’entre eux (Cerbom, 1964).

En 1990, plus de deux cents cas ont été enregistrés en France a la suite de consommation de

moules importées du Danemark (Vivares, 1991).

En France pendant I’année 1990 toujours, les produits de la mer ont été incriminés dans 29 des
225 cas de toxi-infections alimentaires collectives pour lesquels I’aliment en cause avait pu étre

retrouvé (Pignault et al., 1991 in Poggi et Le Gall, 1995).

Les risques liés a la consommation des coquillages sont essentiellement liés a
quelques bactéries, virus et toxines. Dans notre étude, nous nous intéressons uniquement aux

problémes bactériens.

I.1.11. Les bactéries

I.1.11.1. Les bactéries pathogénes

Ces germes proviennent le plus souvent des cotes polluées par les égouts, les effluents et

d’autres sources de pollution. Ils peuvent ¢galement étre natifs du milieu marin.

Les bivalves peuvent étre des vecteurs de nombreux germes pathogeénes dont les plus
fréquents peuvent engendrer des infections et des maladies épidémiques ou sporadiques tel que
Vibrio (V. parahaemolyticus, V.alginiticus et V.vulnificus) et Clostridium représenté
principalement par C.botulinum et C.perfringens. (Hackney et Dicharry, 1988. in China et
al.,, 2003). Cependant, plusieurs d’autres pathogénes comme Salmonella, Listeria
monocytogenes,...etc. ont ¢galement ¢été isolés (Elliot et Kvenberg, 2000 ; Rocourt et al.

2000. in China 2003).
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1.1.11.2. Les bactéries indicatrices

Ce sont des germes d’origine fécale qui existent dans le méme environnement que les
germes pathogénes mais en nombre plus ¢élevé. Ils sont facilement détectables et
essentiellement représentés par les coliformes, les E. coli, E. faecalis (entérocoques), les

Clostridium ; les principaux groupes sont :

1.1.11.2.1. Les coliformes totaux (CT)

Les coliformes totaux sont définis par 1’organisation internationale de standardisation (ISO),
comme étant des bactéries en forme de batonnet, non sporogene, Gram négatifs, oxydase
négatif, facultativement anaérobies, capable de croitre en présence de sels biliaires ou d’autres
agent de surface possédant des activités inhibitrice similaire, et capable de fermenter le lactaose
(et le mannitol) avec production d’acide et d’aldéhyde en 48heures, a des températures de 35-
37°C. Les principaux genres inclus dans le groupe sont : Citrobacter, Enterobacter, Escherichia,

Klebsiella et Serratia (Rodier, 2005).

1.1.11.2.2. Les coliformes fécaux (CF)

Les coliformes fécaux, ou coliformes thermotolérants, sont un sous-groupe des coliformes
totaux possédants les mémes caracteres cités précédemment et sont capable de fermenter le
lactose a une température de 44,5 © C (Rodier, 2005). L’espece la plus fréquemment associée a
ce groupe bactérien est Escherichia coli (80-90% des thermotolérants détectés) et, dans une
moindre mesure, certaines especes des genres Citrobacter, Enterobacter et Klebsiella. Bien en
que la présence de coliformes fécaux témoigne habituellement d’une contamination fécale,
mais plusieurs coliformes fécaux proviennent des matiéres organiques tels que les effluents
industriels du secteur des pates et papiers ou de transformation alimentaire (Barthe et al,
1994 ; OMS, 2000). C’est pourquoi il serait plus appropri¢ d’utiliser le terme générique
« coliformes thermotolérants » plutdt que celui de «coliformes fécaux » (OMS, 1994 ;

Robertson, 1995)

L’intérét de la détection de ces coliformes, a titre d’organismes indicateurs, réside dans
le fait que leur survie dans I’environnement est généralement équivalente a celle des
bactéries pathogenes et que leur densité est généralement proportionnelle au degré de pollution

produite par les maticres fécales (CEAEQ, 2000).
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1.1.11.2.3. Escherichia coli

Coliforme fécale qui produit de I’indole a partir du tryptophane a 44°C + 0.2°C. La
présence d’Escherichia coli dans une eau (comme dans un aliment) représente le meilleur
indice de contamination fécale d’origine humaine ou animale. En effet, E.coli ne fait pas partie
de la flore microbienne du sol et des eaux, mais de celle de la partie terminale du tube digestif
de ’homme et des animaux a sang chaud. Cependant, c’est un germe trés sensible aux
conditions hostiles de I’environnement. Il est considéré comme un trés bon indicateur de

contamination fécale récente (OMS, 2000 ; Rodier, 2005).

1.1.11.2.4 Enterococcus

La classification générale des Streptocoques fécaux a été modifiée dans les années 80 par la
création d’un nouveau genre, Enterococcus parmi les espéces appartenant antérieurement au
genre Enterococcus de groupe sérologique D de la classification de Lancefield. Enteroccus
faecalis et Enterococcus faecium sont les deux espéces les plus souvent identifiées chez
I’humain (Clausen et al., 1977 ; Gleeson et Gray, 1997 in Chevalier, 2003). Quant aux
Streptocoques du groupe D susceptibles de contaminer les eaux d’approvisionnement, ils sont
plutot typiques des déjections animales, comme Streptococcus bovis, S. gallolyticus et S.

alactolyticus.

L’intérét a 1’égard des entérocoques s’explique par le fait que, comparativement aux
coliformes, ils sont plus résistants a des conditions environnementales difficiles et persistent

plus longtemps dans 1’eau (Chevalier, 2003).

Buttiaux (1958) a souligné¢ I’intérét de 1’association « Escherichia coli Enterococcus
faecalis » dans la recherche des contaminations alimentaires. Ces germes, hdtes habituels de
I’intestin de ’homme et des animaux, constituent un excellent indice de souillure fécale.
L’entérocoque a une durée de vie nettement plus longue que les coliformes. D’une maniére
générale, on peut dire que pour une charge microbienne donnée, le nombre des Streptocoques
fécaux est généralement plus faible que celui d’Escherichia coli et dans des conditions de
sédimentation favorables, I’entérocoque disparait plus vite qu’Escherichia coli de la couche

d’eau superficielle, mais subsiste longtemps sur le fond.
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1.1.11.2.5. Salmonella

Les Salmonelles sont des entérobactéries dont le caractére essentiel est de ne pas fermenter
le lactose. Ces dernieres font partie de la flore commensale des humains et des animaux a sang
chaud. Elles sont responsables aprés pénétration par voie orale, de nombreuses toxi-infections
(salmonelloses), notamment des fiévres typhoide et paratyphoides, des gastro-entérites et des

toxi-infections alimentaires collectives. Elles peuvent étre éliminées dans les selles des sujets

malades ou porteurs asymptomatiques (sains) (Rodier, 2005).

I.1.12. Contexte réglementaire régissant la production des coquillages

Selon les normes en vigueur fixées par I’article 7 de I’arrété du 3 Safar 1418 correspondant

au 8 juin 1997 par le ministére de 1’agriculture et de la péche (Tableau 4), les indicateurs

de contamination retenus sont les coliformes fécaux, Escherichia coli et Salmonelle, a

raison deux échantillons par an.

Les valeurs représentées dans le tableau IV, représentent les valeurs guides et impératives

pour chaque germe.

Tableau IV : Critéres microbiologiques des zones de production conchylicole
(JORADP N°71, Décret N° 01-139, 1997)

Classes Critéres microbiologiques Conditions et modalités

90% des valeurs < 300 C.F Les coquillages vivants sont récoltés

L t irectement
Zone A ou <230 E. coli / 100g* et jamais > et consommer directement sans
Salubre 1000 passage par un centre de
purification.

90% des valeurs < 6000 C.F. Les coquillages vivants doivent subir
Zone B ou 4600 E. coli / 100g* et jamais > 60 | U1 feparcage dang une zone salubre
Peu 000 pendant 1 a 2 mois ou bien on les
contaminée 46,000 E. coli mit dans un centre de purification

ou - colt pendant 24 a 48h.

Les coquillages vivants sont mis au

Zone C 90% des valeurs < 60 000 C.F. centre de purification pendant plus
Fortemgnf ou 46 000 E. coli / 100g* de 48h ou bien dans une zone
contamince salubre pendant 2 mois.

Zones de production ne satisfaisant Les coquillages ne doivent pas étre

pas aux conditions exigibles pour un récoltés ni consommés (Exploitation
Zone D classement A, B ou C, ou n’ayant pas interdite).
Interdite fait I’objet d’une étude de zone : zones

portuaires, zones de rejet d’effluents.

* par 100 g de chair et de liquide intervalvaire.
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» Pour la Qualité requise des eaux conchylicoles, concernant le pH, la température, la
coloration, la matiére en suspension, la salinité, ’oxygene dissous ainsi les hydrocarbures
d’origine pétrolicre, les substances organo-halogénées, les métaux lourds et les substances
influengants le golt du coquillage ; décrite par la Directive du conseil des communautés

européennes du 30 Octobre 1979, on les retrouve regroupés dans un tableau en annexe 1.
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I.2. La résistance aux antibiotiques
I.2.1. Les antibiotiques

Lorsque notre corps est « débordé » par l'attaque de bactéries, I'organisme ne peut pas
toujours se défendre seul, il a besoin d'aide. Les antibiotiques sont donc parfois nécessaires pour
¢liminer les bactéries ou empécher leur prolifération et renforcer les défenses du corps. Il s’agit
de molécules capables d'inhiber a faible concentration la croissance bactérienne et pas ou peu

toxiques a cette concentration pour les cellules de 1'hote.

A Tlorigine, les antibiotiques sont des molécules synthétisées par des micro-organismes :
champignons et bactéries, notamment ceux qui vivent dans le sol. Ils ont un effet ciblé sur les
bactéries et sont totalement inefficaces sur les virus. Actuellement, l'arsenal thérapeutique
comprend des agents anti- bactériens semi-synthétiques, obtenus a partir de la modification
chimique d'antibiotiques « naturels », et des molécules enti¢rement synthétiques (enti¢rement

chimiques).

In vitro, les antibiotiques agissent selon deux modes d'action. Soit ils sont bactéricides, ils
tuent les bactéries, soit ils sont bactériostatiques, ils ralentissent leur croissance, leur
multiplication. Toutefois la concentration a laquelle ils sont administrés peut influencer ce mode

d'action. Certains antibiotiques bactériostatiques deviennent bactéricides a forte dose.

1.2.1.1. Classification et mode d’action

Les agents antibactériens peuvent étre classés selon leur structure chimique en 16
familles: les béta-lactamines, la vancomycine, la fosfomycine, les aminosides, les
phénicoles, les tétracyclines, les macrolides, les lincosamides, les streptograminnes, 1’acide
fusidique, les sulfamides, les quinolones, les rifamycines, les nitro-imidazoles, les

nitrofuranes et les polymixines (Colmen et al., 1994).

Leur classification selon le mode d’action nous permet de déterminer cinq
mécanismes d’action qui peuvent toucher soit la structure bactérienne, soit une fonction
métabolique ; il s’agit de (Colmen et al., 1994) :

» Action sur la paroi bactérienne : béta-lactamines.
» Action sur la structure de la membrane plasmique : polypeptides (colistine).
» Action sur la synthése protéique: aminosides, macrolides, lincosamides,

cloramphénicol, tétracycline.
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» Action sur les acides nucléiques : quinolones.

» Interférence avec le métabolisme de la bactérie : exemple sulfamides.

1- Inhibition de la synthese 2- Inhibition de la synthase
de la paroi bacterienne de la membrane cytoplasmique

o

3- Inhibition de la
synthese proteigue

4- Inhibition de la
synthese de I"ADN

Figure 3: Les principales stratégies des antibiotiques utilisées pour inhiber la croissance des
bactéries SCHLEMMER et JARLIER, 2008).

1.2.1.2. Les paramétres d'activité d'un antibiotique

De nombreux parameétres sont a prendre en compte pour définir 'activité d'un antibiotique

Sur un germe.

o

Le spectre d'activité d'un antibiotique est la liste des espéces bactériennes sur lesquelles un
antibiotique agit. Le spectre est propre a chaque antibiotique, et peux varier dans le temps

suite a l'apparition de résistances bactériennes.

La Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) correspond a la concentration minimale
d'antibiotique permettant d'inhiber (bactériostase) totalement la multiplication bactérienne,

apres 18 a 24 heures de contact a 37°.

La Concentration Minimale Bactéricide (CMB) est la plus faible concentration permettant
de détruire (bactéricide) 99,9% des bactéries aprés 18 a 24 heures de contact avec

l'antibiotique.

La CMI et la CMB sont caractéristiques d'un antibiotique pour une souche donnée.

-Quand le rapport CMB / CMI = 1, I'antibiotique est dit "bactéricide absolu"
-Quand le rapport CMB / CMI proche de 1, I'antibiotique est dit "bactéricide"
-Quand le rapport CMB / CMI > 2 ['antibiotique est dit "bactériostatique"

Page | 17



Géneralités

1.2.2. Les béta-lactamines

1.2.2.1. Définition

Les B-lactamines représentent une classe majeure d’antibiotiques. Elles renferment un grand
nombre de molécules, toutes caractérisées par la présence constante d’un cycle B-lactame
indispensable a 1’activité antibiotique et leur faible toxicité associée a un mode d’action

complexe sur des protéines liant la pénicilline (PLP) (Cavallo et al., 2004).

1.2.2.2. Mécanisme d’action des béta-lactamines

Le mode d’action est identique pour toute les béta-lactamines, elles agissent de maniere
directe sur la paroi bactérienne (Figure 3) en inhibant la derniére étape de la synthése du
peptidoglycane (Cavallo et al., 2004 in Chettih et Sifi, 2007). Le mécanisme d’action des béta-
lactamines peut étre résumé comme suit :

» Pénétration de I’antibiotique a travers la paroi bactérienne par les porines.

» Fixation aux PLP (protéines de liaison a la pénicilline) : ce sont des protéines localisées au
niveau de la membrane externe avec une activité de carboxypeptidase ou transpeptidase

terminale de I’assemblage du peptidoglycane.

» Inhibition de la transpeptidation (par analogie de structure avec le d ipeptide).

Activation des autolysines (¢limination ou inactivation d’un inhibiteur de ces enzymes, qui

sont des hydrolases).

» Mort bactérienne, accompagnée d’une lyse cellulaire.

1.2.2.3. Classification

La famille des B-lactamines se compose de quatre groupes de molécules : les pénames, les
céphémes, les monolactames et les pénémes, auxquels il faut ajouter les inhibiteurs de [-
lactamases dont certaines structures sont incluses dans ces groupes (figure 4). La structure de
base des B-lactamines est le noyau B-lactame qui contient la structure carbonyle lactame

indispensable a I’activité de ces molécules (Bryskier, 1999).

» Les pénames renferment les pénicillines, les oxa-1-pénames et les carbapénames. Ces
composés sont constitués de trois parties, un noyau thiazolidine fixé sur un cycle B-
lactame et une chaine latérale sur le C6 qui permet de les différencier. On distingue 7
groupes dont les aminopénicillines (ampicilline), les ureidopénicillines (pipéracilline) et

les carboxypénicillines (ticarcilline) (Bryskier, 1999).
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» Les céphémes se caractérisent par un cycle B-lactame auquel est accolé un hexa-cycle
insaturé (dihydrothiazine). Il existe plusieurs classifications des céphémes : chimique,
microbiologique et pharmacologique. Sur le plan chimique, les céphémes peuvent étre
divisés en trois groupes en fonction de ’atome en position 1 du cycle hexa-atomique :
soufre (céphalosporines), méthyléne (carbacéphémes) ou oxygene (oxa-l-céphémes).
Chaque groupe peut étre subdivisé en fonction de la présence ou non en 7-a d’un
groupement methoxy : les céphamycines (céfoxitine) et les céphalosporines vraies. Les
céphalosporines sont traditionnellement divisées en premiere, deuxiéme, troisiéme et

quatrieme génération (Bryskier, 1999).

» Le groupe des pénémes renferme des molécules synthétiques. Il se caractérise par la
présence d’un cycle penta-atomique insaturé attaché au cycle B -lactame. En fonction de
I’hétéro-atome fixée en position 1, on distingue trois groupes : les pénemes (1-soufre), les
carbapénémes et les oxa-1-péneémes. Les carbapénémes possedent un large spectre

antibactérien incluant les bactéries a Gram positif et a Gram négatif (Bryskier, 1999).

» Les monolactames se caractérisent par une structure monocyclique (noyau b-lactame).
Les monolactames naturels sont de faibles agents antibactériens mais ils se caractérisent
par une trés bonne stabilité a 1’action des P -lactamases. Le premier monolactame
développé et utilisé en clinique est I’aztréonam qui dérive d’un monolactame naturel isolé
de Chromobacterium violaceum et possede une activité primaire sur les bactéries a Gram

négatif (Bryskier, 1999).

Les inhibiteurs de B-lactamases sont des -lactamines ayant en commun un noyau péname
ou I’atome de soufre est remplacé par un atome d’oxygene pour 1’acide clavulanique, et par un
sulfure pour le sulbaclam et tazobactam. Ces derniers ont une faible activité bactérienne, mais

ils sont intéressants par leur effet neutralisant des B-lactamases (Bryskier, 1999).
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Figure 4 : Structures chimiques de quelques B-lactamines (Cavallo, 2001)

1.2.2.4. Résistance aux antibiotiques

La résistance bactérienne aux antibiotiques est apparue rapidement apres leur introduction
dans le traitement des maladies infectieuses en début des années 40. Cette résistance est un
facteur majeur compliquant le traitement des infections bactérienne et la dissémination des
souches multi-résistantes. La résistance bactérienne aux antibiotiques se distingue par son

caractere naturel ou acquis, son mécanisme et son support génétique (Mainardi et al., 1996).

Sur le plan génétique, la résistance aux antibiotiques résulte soit d’une résistance naturelle

soit d’une résistance acquise :

1.2.2.4.1. Résistance naturelle

C’est une insensibilité aux antibiotiques, existant naturellement chez tous les membres d’un
genre ou d’une espece bactérienne. Elle fait, donc, partie du patrimoine génétique normal du
germe. Elle est toujours transmissible a la descendance et détermine le phénotype sauvage des
especes bactériennes. Elle a pour support génétique le chromosome bactérien et elle permet de

définir le spectre d’activité des antibiotiques (Andreu et Mainardi, 2003).
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[.2.2.4.2. Résistance acquise

C’est une résistance propre a certaines souches d’une espéce naturellement sensible
a I’antibiotique. Elle se manifeste sous 1’effet d’une pression de sélection et résulte soit d’une
mutation, soit le plus souvent d’un apport de génes par le biais de plasmides, transposons ou

intégrons (Jarlier et al., 1988).

Les résistances extrachromosomiques sont fréquentes (plus de 80% des résistances
acquises), contagieuses et se transmettent horizontalement entre les bactéries d’'une méme
especes voir méme ¢éloignées. Elles peuvent concerner plusieurs antibiotiques pour entrainer

une multi-résistance (Martinez et Baquero, 2000 ; Davies, 1997).

1.2.2.5. Mécanismes de résistances aux B-lactamines

Il y a plusieurs mécanismes de la résistance des bactéries aux antibiotiques :

1.2.2.5.1. L’imperméabilité

C’est le mécanisme le plus souvent responsable de la résistance naturelle. Mais peut étre
acquise par une mutation affectant la structure ou le nombre des porines. C’est chez
Escherichia coli, Enterobacter, Serratia, klebsiella et Pseudomonas aeruginosa que ce
mécanisme a le plus d’importance : une ou plusieurs modifications des porines sont a 1’origine
d’une résistance acquise aux [-lactamines, aux quinolones, au chloramphénicol, aux

sulfamides, aux triméthoprimes et aux tétracyclines.

1.2.2.5.2. Le systéme d’efflux

L’hyper-expression des systémes d’efflux représente un mécanisme de résistance aux
antibiotiques trés répandu chez les entérobactéries. Cette hyperproduction résulte d’une
sélection d’une mutation, elle consiste a rejeter les antibiotiques dans le milieu extérieur grace a
des protéines membranaires agissant comme pompes moléculaires (Van Bambeke et al.,

2003).

1.2.2.5.3. La modification de la cible

Une modification des PLP est principalement décrite chez les bactéries a Gram négatif. La

modification d’affinité des PLP résulte de deux mécanismes :
e Diminution de ’affinité des PLP pour les B-lactamines

e Augmentation de la syntheése des PLP existantes avec hyper-expression de PLP ayant

naturellement une faible affinité pour les B-lactamines.
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1.2.2.5.4. Mécanisme enzymatique

Il constitue le principal mécanisme de résistance des bactéries a Gram négatif, ce qui
n’exclue en rien son existence rare chez les bactéries a Gram positif (Pierre & Gutmann,
1994).

Il s’agit de la production de B-lactamases capables d’hydrolyser le noyau P-lactame et
d’inactiver la molécule d’antibiotique sur le plan structurel. Il existe quatre classes : A, C et D
qui sont des pénécillinases et céphalosporinases a site actif serine et une classe B, représentée

majoritairement par de métallocarbapénémases (Cavallo, 2001).
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Figure S : Schéma représentant les différents mécanismes de résistances.
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1.2.2.6. La résistance aux antibiotiques en milieu aquatique

Les produits de la mer constituent une part importante de nourriture pour la population
mondiale et jouent un réle crucial dans 1’économie des pays ainsi que dans I'environnement
aquatique comme un composant biotique naturel. Au cours des dernieres décennies,
I’urbanisation et l'industrialisation incontrolées ont provoqué un grave probléme de pollution
due a 1'évacuation des eaux usées et les effluents industriels dans la plupart des masses d'eau
naturelles, en particulier celles contaminées par les produits chimiques toxiques et les bactéries

pathogénes résistantes aux divers métaux et aux antibiotiques (Kummemer, 2004).

L'utilisation abusive de ces antibiotiques en médecine humaine et vétérinaire a provoqué le
développement de la résistance parmi la flore intestinale de I’homme et des animaux. (Levine &
Edelman, 1984 ; Carneiro et al, 2006). La gestion du risque associ¢ a cette utilisation des
antibiotiques comme facteurs de croissance permet de discuter des enjeux de santé publique et
de sant¢ animale. En effet, La production de denrées d’origine animale est un processus
économique qui suppose un profit pour le producteur avec deux considérations économiques : la
premicre, consiste dans le fait qu’il est plus économique de prévenir une maladie que de la
traiter surtout quand celle-ci affecte plus I’animal que I’homme. Le second bénéfice, réside
dans la meilleure conversion de 1’aliment par les animaux lors de 1’utilisation de faible dose
dans I’aliment. Au départ, les molécules autorisées appartenaient a des familles pas ou peu
utilisées en médecine humaine (orthosomycines, glycophospholipides, macrolides,
streptogramines, polypeptides. Cependant, ces derniéres années, la quantité d’antibiotiques
utilisé¢ en production animale, alors que des antibiotiques équivalents étaient utilisés a
I’hopital, contribuait a dévaloriser 1’image de sécurité sanitaire des denrées produites

(Kummemer, 2004 ; Sanders, 2005).

Cette résistance acquise aux antibiotiques observée, nécessite des données en termes de
prévalence des bactéries pathogeénes pour ’homme et I’animal, de pourcentage de résistance
par espéce bactérienne et de lien avec 1’utilisation des antibiotiques. Une revue des programmes
de surveillance de la résistance aux antibiotiques chez les bactéries d’origine animale existant
dans I’union européenne avait été établie fin 2000 (Gnanou et Sanders, 2000 in Sanders,
2005). Depuis, plusieurs programmes ont été¢ établi selon les recommandations européennes
(Caprioli et al., 2000 in Sanders, 2005) et internationales (Franklin et al, 2001 in Sanders,
2005). En France, le systtme de surveillance de la résistance aux antibiotiques chez les

bactéries pathogénes des bovins a été élargi aux bactéries de la volaille et du porc (Sanders,
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2005). En France, ces programmes de surveillance sont coordonnés par 1’Agence Frangaise de
Sécurité¢ Sanitaires des Aliments (AFSSA), avec le soutien du Ministére de 1’Agriculture

(Sanders, 2005).

La résistance acquise aux antibiotiques est considérée comme un risque majeur de santé
publique. Le principal souci est que les vétérinaires et les médecins partagent un arsenal
thérapeutique limité a une dizaine de familles d’antibiotiques, dont I’extension vers de nouvelles
familles sera vraisemblablement limitée dans les prochaines années. Or chaque utilisation
d’antibiotique contribue globalement a augmenter la résistance des bactéries pathogenes et
commensales (Kummemer, 2004 ; Pathak et Gopal, 2005). Le passage de ces germes ainsi que
les geénes de résistance de 1’animal vers I’homme fait incriminer la chaine alimentaire
(McPhearson et al, 1991 ; Teuber, 1999 ; Lateef, 2005). Plusicurs travaux ont confirmé¢ le
role des aliments crus comme réservoir de bactéries résistantes aux antibiotiques possédant un
pool d’éléments génétiques mobiles (Van et al, 2007). Ces ¢léments sont capables via les
transferts horizontaux, de disséminer des geénes de résistance aux antibiotiques a d’autres agents
pathogénes humains et provoquer ainsi des échecs thérapeutiques (Sanders, 2005). Des
démarches adaptées aux différents types d’animaux (production intensive, animaux de
compagnie, aquaculture) ont été développées pour améliorer leur utilisation et réduire la

pression de sélection et le risque de dissémination de la résistance acquise (Sanders, 2005).
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II. MATERIEL ET METHODES

Ce travail a pour objectif I’identification des bactéries résistantes aux antibiotiques isolées
de la moule d’élevage « Mytilus galloprovincialis ». 1l est fractionné en deux partie : la
premiére concerne le controle de la qualité microbiologique de la moule ainsi que de son
milieu d’¢levage, la deuxiéme partie traite de 1’¢tude de [’antibiorésistance des souches

isolées de 1’eau et des moules.

I1.1. Présentation de la zone d’étude (figure 6)

Le site de prélevement « Ain Chrob » (ex Surcouf) est une plage de la commune de Ain
Taya wilaya d’Alger située en dehors de la baie d’Alger. C’est une plage qui présente
une granulométrie de fond de sable grossier et de fin granite, ouverte et soumise a

des renouvellements d’eau (Chebab 1996).

Le site d’¢levage se situe a peu pres a 800 m de la plage ; il est soumis a I’influence
de I’hydrodynamisme sans aucune protection. L’hydrodynamisme de la région intéressant le
site est représent¢ d’une part par la houle qui est essentiellement de direction Nord-Est et
Nord- Ouest pouvant dépasser 3,25 m/s en hiver et d’autre part, par les courants, cotiers
locaux, les plus importants sont dus a la houle et représentent les courants de dérive et de
retour (US
Naval Weather Service.SS.M.O, 1991 in Chebab, 1996).

=
xla Ferme
‘Leonchylicole

Figure 6: Positionnement de la ferme conchylicole de Ain Chrob- Ain Taya (Google Earth,
2009)
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I1.2. Contréle de la qualité microbiologique de la moule et de son milieu d’élevage

I1.2.1. Prélévement et transport des échantillons

Le prélevement d’un échantillon d’eau est une opération délicate pour lequel le plus grand
soin doit étre apporté. Il conditionne les résultats analytiques et les interprétations qui en seront

données par la suite.

Notre étude a été réalisée au niveau de la ferme conchylicole ORCA-marine de Ain Taya.
Deux prélévements d’eau de mer et de moules ont été effectués durant le mois de Mars et Avril
2009. Le 24 Mars 2009, temps ensoleillé, 22°C, humidité 53%, vent NE 14km/h, mer calme, le
prélevement a ¢té réalis¢é a 9h15. Pour le deuxieéme prélévement, le 06 Avril 2009, temps

ensoleill¢, 22°C, mer trés calme, I’échantillonnage a été fait aux environs de 10h10.

Les prélévements d’eau sont effectués a environ 20 cm de la surface en utilisant des flacons
stériles de 500ml et de 250ml, alors que les coquillages (moules) récoltés sont mis dans des
sachets en plastiques a usage unique. Les échantillons sont transportés, dans un coffret

isotherme (glacieére + glacioles) au laboratoire et analysés dans les 24h.

I1.2.2. Analyse des paramétres physico-chimiques

La mesure des parametres physico-chimiques a été réalisée in-situ a 1’aide d’appareils
portables. L’analyse nous a permis de mesurer le pH (pH-metre WTW pH3151/SET),
I’oxygeéne dissous (oxymetre « OXI 330/SET (WTW)») la conductivit¢ et la salinité
(conductimeétre WTW3151). La valeur de la température est une moyenne des valeurs mesurées

avec les autres parameétres.

Pour la mesure de la matiére en suspension (MES), I’analyse a été faite le jour de
I’échantillonnage au niveau du laboratoire en utilisant le protocole décrit par Rodier, 2005
suivant:

» Agiter 100ml d’échantillon et les filtrer a I’aide d’une rampe de filtration en inox sur un
filtre déja taré (P1).

» Une fois filtrer, placer les filtres a une température de 105°C (étuve Memmert) pendant 2
heures.

» Laisser les filtres refroidir dans un dessicateur pendant 30 minutes.
» Deuxiéme prise de poids du filtre (P2).

» Le poids des maticres retenues est déterminé par la pesée différentielle du filtre avant et

apres passage a 1’étuve a 105°C pendant 2heures et est exprimé en mg/1.
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I1.2.3.Analyse microbiologique

I1.2.3.1. Analyse microbiologique de la moule

I1.2.3.1.1. Préparation de la moule (homogénat)

L’analyse est effectuée sur la chair et le liquide intervalvaire. Les moules sont traitées

comme suit (Delarras, 2003):

- Prendre des coquillages encore vivants et non endommaggs.

- Laver soigneusement 1’extérieur des coquillages sous eau courante et les brosser de fagon
a ¢liminer les souillures externes.

- Désinfecter la moule par I’alcool et la flamber rapidement a la chaleur.

- Ouvrir la moule avec un couteau ou un scalpel stérile. Pour ce faire : introduire la lame
dans I’ouverture par ou sort le byssus (figure 7) et couper le muscle adducteur postérieur,
puis retourner la lame, couper en direction opposée le muscle et ouvrir la moule avec des
pinces stériles (OMS, 1995).

- Recueillir le liquide intervalvaire et la chair du coquillage dans un bécher stérile et
préalablement taré.

- Peser et ajouter un volume d’eau physiologique égal a deux fois le poids de chair plus
le liquide intervalvaire (100g pour les germes fécaux et 25g pour les germes
pathogene : Salmonella).

- Broyer le contenu recueilli a I’aide d’un robot mixeur stérile pendant 2 min, on obtient une
suspension au 1/3 qui constitue la solution mere.

- Laisser reposer pendant 15-20 min la suspension préparée, temps de revivification des germes.

Préparation des dilutions
A partir de la suspension mére au 1/3, préparer une série de deux dilutions (1/10, 1/100)

dans deux flacons contenant 45ml d’eau physiologique.

Figure 7 : Dissection de la moule
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I1.2.3.1.2. La recherche des germes fécaux par la méthode des NPP (Nombre le Plus
Probable)

La méthode utilisée pour la détermination des coliformes et des Enterococcus est la
méthode de fermentation en tubes multiples qui est basée sur I’ensemencement d’une série
de trois tubes contenant des milieux de culture liquides, puis sur la détermination du nombre
le plus probable a partir des tubes positifs en se référant a la table de trois tubes des

probabilités spéciale coquillages (Delarras, 2003).

11.2.3.1.2.1. Recherche des coliformes totaux

La recherche des coliformes totaux a été effectuée par la méthode des NPP sur BVBL
(Delarras, 2003). On a ensemencé trois séries de 3 tubes de BVBL simple concentré avec 1 ml

des solutions 1/3, 1/30 et 1/300.
Incubation de 24-48h a 37°C a été effectuée.

* Lecture

» Une croissance microbienne se traduisant par une formation d’un trouble avec
production de gaz dans la cloche de Durham est considérée comme une réaction

positive pour la recherche des coliformes totaux.

» Le nombre de tubes positifs dans chaque série est reporté dans la table des NPP
spécifique aux coquillages pour obtenir le nombre de coliformes totaux présents

dans 100 g de chair et de liquide intervalvaire (Delarras, 2003).

I1.2.3.1.2.2.Recherche et dénombrement des coliformes thermotolérants —Escherichia coli

A partir des tubes BVBL positifs (moule), on réalise le test de Mackenzie : C’est
I’ensemencement d’un tube de BVBL et un autre d’eau peptonée exempte d’indole. La recherche

des coliformes fécaux et d’E.coli se fait aprés I’incubation a 44 °C pendant 24 -48h.

* Lecture

» Une croissance avec dégagement de gaz dans la cloche de Durham est

confirmative de la présence de coliformes fécaux.

» La production d’indole qui se traduit par I’apparition d’un anneau rouge, apres ajout du
réactif de Kovac, dans I’eau peptonée exempt d’indole est indicatrice de la présence

d’E. coli.
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» Le nombre de tubes positifs est noté, puis reporté dans la table du nombre le plus
probable NPP, afin de déterminer le nombre de coliformes fécaux et d’Escherichia

coli (Delarras, 2003).

I1.2.3.1.2.3. Recherche et dénombrement des Enterococcus
Le dénombrement des Streptocoques fécaux s’effectue en deux étapes :
-Test présomptif
Il s’agit d’ensemencer une série de tubes contenant le milieu de Rothe simple

concentration. Le milieu de Rothe contient de I’azide de sodium qui est considéré comme

agent sélectif pour la recherche des Streptocoques (Delarras 2003).

1% série : 3 tubes de 10 ml de Rothe + 1 ml de la solution mére.
28Mme gérie : 3 tubes de 10 ml de Rothe + 1 ml de la solution 107,

3%Me gérie : 3 tubes de 10ml de Rothe + 1 ml de la solution 107

L’incubation se fait a 37 °C pendant 48 heures, les tubes présentant un trouble sont

présomptifs de la présence des Streptocoques fécaux.

-Test confirmatif

Chaque tube positif est ensemencé sur le milieu de Litsky qui contient non seulement
de I’azide de sodium mais également de 1’¢thyle violet donc plus sélectif pour la mise

en évidence les streptocoques fécaux.

L’incubation s’effectue pendant 24 heures a 3542°C. Les tubes présentant un
trouble accompagné ou non d’une pastille violette au fond du tube confirment la présence des
Streptocoques fécaux. Les résultats sont exprimés en nombre de Streptocoques par 100 g de

chair et de liquide intervalvaire a analyser en se référant a la table NPP (Delarras, 2003).

I1.2.3.1.3. Recherche des germes pathogénes : Salmonella

La recherche des salmonelles a été effectuée dans 25 g de chair et de liquide intervalvaire pour

la moule. La méthode utilisée comprend 4 phases successives :

-Un préenrichissement : Ajouter 75ml de la suspension mére a 75ml d’eau peptonée tamponnée

stérile Puis incuber a 37 °C pendant 18h.
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-Un Enrichissement : A partir de la culture précédente on transfére simultanément

@ 10 ml dans un tube de bouillon au sélénite-cystine (SFB) double concentration
contenant 2 disques de 1’additif SFB.
@ 1 ml dans un tube bouillon au sélénite-cystine (SFB) simple concentration additionné d’un

disque de I’additif SFB. Incubation a 37 °C pendant 16-18 heures.

-Isolement : Apres incubation de 16h a 37°C, un isolement est effectué¢ a partir des tubes SFB

D/C ou S/C sur la gélose Hécktoen.

-Lecture et confirmation : Les Sal/monelle ne fermentant ni le lactose ni le saccharose vont

apparaitre sous forme de colonies bleu verdatre avec ou sans centre noir.

Sélectionner et prélever les colonies présomptives et procéder a 1’identification biochimique

par galerie API 20E.

I1.2.3.2. Analyse microbiologique de I’eau
I1.2.3.2.1. Recherche des coliformes totaux, fécaux et E.coli

La qualité microbiologique de I’eau prélevée a été déterminée en recherchant les coliformes
totaux, les coliformes thermotolérants et E.coli. Cette méthode consiste en la filtration de 100
ml d’échantillon ou de dilution sur une membrane en esters de cellulose, de porosité¢ 0,45 pm
placée dans une rampe de filtration en inox de six postes. La membrane est déposée sur la
surface d’un milieu contenant le lactose (milieu au tergitol). Les colonies fermentant le lactose

sont dénombrés et le résultat est exprimé en UFC /100ml
Technique :

+ Agiter soigneusement le flacon d'eau a analyser et filtrer stérilement 100ml
d’échantillon.

+ Déposer la membrane a la surface d’une gélose au tergitol.

+ La recherche des coliformes totaux s’effectue a 35+2°C pendant 24-48h, alors que les
coliformes thermotolérants sont recherchés a une température de 44°C pendant 24-48h.

I1.2.3.2.2. Recherche des Streptocoques fécaux (Enterococcus) :

Leur recherche c’est faite de la méme fagon que pour les moules, par la méthode des NPP a trois
tubes le milieu de Rothe en simple et double concentration Le milieu de Rothe contient de
I’azide de sodium qui est considéré comme agent sélectif pour la recherche des Enterococcus

(Rodier, 2005).
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-Test présomptif
19 série : 3 tubes de 10 ml de Rothe double concentration + 10 ml de I’eau de mer 4 analyser.

2éme

série : 3 tubes de 10 ml de Rothe simple concentration + 1 ml de I’eau de mer a analyser.

3™ série : 3 tubes de 10 ml de Rothe simple concentration + 1 ml de la dilution 107"

-Test confirmatif

Chaque tube positif est ensemencé sur le milieu Litsky qui contient non seulement de
I’azide de sodium mais également de 1’éthyle violet donc plus sélectif pour la mise en
évidence des streptocoques fécaux. Aprés 24 heures d’incubation a 35+£2°C, Les tubes
présentant un trouble accompagné ou non d’une pastille violette au fond du tube confirment
la présence des streptocoques fécaux. Les résultats sont exprimés en nombre de streptocoques

par 100 ml d’eau de mer (Rodier, 2005).

I1.2.3.2.3. Recherche des germes pathogénes : Salmonella

La recherche des salmonelles a ¢été effectuée dans 100ml d’eau selon le protocole
suivant :
-Un préenrichissement : Ajouter 100ml d’échantillon a 100ml d’eau peptonée tamponnée stérile
Puis incuber a 37 °C pendant 24h.

-Un Enrichissement : A partir de la culture précédente transférez simultanément :

@ 10 ml dans un tube de bouillon au sélénite-cystine (SFB) double concentration
contenant 2 disques de 1’additif SFB.
@ 1 ml dans un tube bouillon au sélénite-cystine (SFB) simple concentration additionné d’un

disque de I’additif SFB. Incubation a 37 °C pendant 16-18 heures.

-Isolement : Apres incubation de 16h a 37°C, un isolement est effectué¢ a partir des tubes SFB

D/C ou S/C sur la gélose Hécktoen.

-Lecture et confirmation : Les Salmonelle ne fermentant ni le lactose ni le

saccharose vont apparaitre sous forme de colonies bleu verdatre avec ou sans centre noir.

Sélectionner et prélever les colonies présomptives et procéder a 1’identification biochimique

par galerie API 20E.
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I1.3. Prévalence de la résistance aux béta-lactamines dans ’eau

L’¢évaluation de la résistance a six molécules de béta-lactamines (AMX, TIC, CTX, CAZ,
FOX et IMP) a été réalisée chez la flore totale et les coliformes totaux de I’eau. Apres filtration
de 100ml d’échantillon, les membranes ont été déposées sur le Mueller Hinton (flore totale) ou
le tergitol (coliformes) additionné de 1’un des antibiotiques : AMX, TIC, CTX, CAZ, FOX et
IMP a des concentrations de 64 pg/ml sauf pour ’AMX et L’IMP ou la concentration a été de
32 et 16 pg/ml respectivement.

Les mémes concentrations ont été préparées sur Hécktoen pour isolées les bactéries
résistantes a partir de la moule.

Les bactéries isolées feront I’objet d’une caractérisation de leur mécanisme de résistance.

I1.4. Caractérisation de la résistance chez les bactéries isolées de la moule et de son milieu

Sur une collection de 19 bactéries (8 souches isolées de la moule et 11 souches isolées de

I’eau de mer), nous avons effectué les tests suivants :

I1.4.1. Identification biochimique bactériennes par galerie API 20 E
o Principe

La galerie API 20 E est un systéme d’identification des entérobactéries et autres bacilles a
Gram négatif. Elle comporte 20 tests biochimiques standardisés et miniaturisés prét a I’emploi.
Les milieux desséchés sont réhydratés avec la suspension bactérienne a identifiée. Les réactions
produites pendant la période d’incubation se traduisent par des virages colorés spontanés ou

révélés par ’addition de réactifs (Biomérieux).

o Technique

e Réunir fond et couvercle d’une boite d’incubation et répartir environ Sml d’eau distillée
dans les alvéoles pour crée une atmosphere humide.

e Retirer stérilement la galerie de son emballage et la déposer dans la boite d’incubation.

e Inscrire nom, référence de la souche et date sur la languette latérale du fond de la boite.

e Préparer I’inoculum bactérien : réaliser une suspension bactérienne en prenant 1 a 3
colonies bien isolées dans 5 ml d’eau physiologique stérile.

e Inoculer la galerie comme suit :

» Remplir a I’aide d’une micropipette les tubes et cupules des tests CIT, VP, GEL.

» Remplir uniquement les tubes des autres tests.
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» Créer une anaérobiose dans les tests : ADH, LCD, ODC, H,S, URE en remplissant leur
cupule d’huile de vaseline.

» Refermer la boite d’incubation et la placer dans I’étuve a 35+ 2°C pendant 24 heures.

o Lecture de la galerie

La lecture de ces galeries API 20E se fait selon les indications du fournisseur (voir la
notice d’utilisation des galeries). Aprés codification des réactions en un profil numérique, on se
référe a un catalogue analytique fourni par Biomérieux ou I’identification est donnée avec un

pourcentage et une appréciation.

I1.4.2. L’antibiogramme par la méthode de diffusion d’antibiotiques en milieu gélosé

o Principe

L’¢tude de la sensibilit¢ des souches aux antibiotiques a été réalisée par la méthode
de diffusion en milieu gélosé (CA-SFM, 2008). Cette technique est basée sur I’observation de la
croissance bactérienne en présence d’un gradient de concentration d’antibiotique obtenu par
diffusion a partir des disques imprégnés d’antibiotique dans un milieu gélosé. Ce gradient est
inversement proportionnel a la distance par rapport aux disques.

La croissance des bactéries dessine des halos d’inhibition au tour du disque. La croissance
bactérienne s’arréte en présence de la concentration minimale d’inhibition (CMI) autour du

disque d’antibiotique (Courvalin et al., 1985).

o Technique

+ A partir d’une culture jeune (18-24h), préparer dans Sml d’eau physiologique une
suspension bactérienne de 0,5McFarland (10° cellules/ml).

+ Ajuster I’inoculum & 10’ cellules/ml

+ Plonger un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne de 10 cellules/ml,

+ Ensemencer la boite en frottant 1’écouvillon sur la totalit¢ de la surface gélosée et en

tournant la boite trois fois de 60° afin d’assurer une bonne distribution de I’inoculum,

+ Appliquer les disques d’antibiotiques (Annexe 2) a 1’aide d’un distributeur stérile selon le

schéma de la figure 8.

i

Laisser diffuser pendant 15 minutes, a température ambiante,
+ Incuber a 35°C pendant 18-24.
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Boite 1 Boite 2
Figure 8 : Schéma de la disposition des antibiotiques (Vedel, 2005).

o Lecture

» Mesurer avec précision les diamétres d’inhibition a I’aide d’un pied a coulisse métallique

ou d’une reégle, a I’extérieur de la boite fermée.

» Comparer ces résultats aux valeurs critiques figurant dans les tables de lecture (CA-SFM,
2008)

» Classer les bactéries dans 1'une des catégories : sensible, intermédiaire ou résistante

selon les valeurs critiques.
I1.4.3. Test d’antagonisme

Ce test est bas¢ sur la mise en évidence d’une image d’antagonisme entre un antibiotique
inducteur (Cefoxitine ou Imipénéme) et un antibiotique actif (Céfépime, Cefpirome,
Céfopérazone ou Cefsulodine). Cet antagonisme se traduit par la diminution de I’activité de la
B-lactamine initialement active grace a la production d’une céphalosporinase inductible (Vedel,

2005).

o Technique

La disposition de Vedel (2005), nous permet d’avoir a la fois la résistance aux
antibiotiques ainsi que la production de certains enzymes tels que les -lactamases a spectre
¢largi ou les céphalosporinases inductibles. Ces derniéres sont mises en évidence en déposant
un disque d’antibiotique inducteur (Imipéneme ou Céfoxitine) a une distance de 3cm du disque

d’une B-lactamine active (FEP, CPO, CFS).
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o Lecture

La production d’une céphalosporinase inductible se traduit par une diminution nette du
rayon d’inhibition de I’antibiotique du co6té de I’inducteur (IMP et FOX) caractéristique de

I’image d’antagonisme.

I1.4.4. Test de synergie

Ce test se base sur la mise a profit d’'une synergie entre d’une part, un disque contenant un
inhibiteur de P-lactamases et d’autre part, un disque indicateur de D’activit¢ BLSE (une
céphalosporine de troisiéme génération (C3G) et/ou I’aztréoname (ATM) placés a 3 cm centre a
centre (figure 9). Cette synergie correspond a une augmentation de la zone d’inhibition de ces

antibiotiques du c6té du disque contenant I’inhibiteur de B-lactamase (Vedel, 1994).

o Technique
> Une suspension de 10’ cellules/ml de la souche a tester est ensemencée sur une gélose de

Mueller Hinton.

» Appliquer les disques de céphalosporines de 3eme génération (CTX, CAZ) et/ou d’ATM a 3
cm centre a centre au tour d’un disque contenant 1’acide clavulanique (TCC ou AMC).
» Laisser diffuser sur la paillasse durant 15 minutes.

» Incuber a 33 °C pendant 18heures.

o Lecture
Une souche est dite BLSE s’il y a une augmentation nette de la zone d’inhibition entre au

moins un disque indicateur de 1’activité BLSE et le disque de I’inhibiteur.

&

A
N\ B .

Figure 9 : Description de I'image de synergie (Rahal, 1999 in Abid F., 2006)
A: Synergie en bouchon de champagne, B: Synergie en entonnoir
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Reésultats et discussion

III. RESULTATS ET DISCUSSION

Les résultats de mesure et d’analyse des paramétres physico-chimiques et bactériologiques
obtenus durant les six mois d’étude sont reportés en tableau V. Globalement ces analyses

permettent de confirmer ’utilité du site en terme d’élevage.

II1.1. Contréle de la salubrité de la moule et de son milieu d’élevage

I11.1.1 Résultats des parameétres physico-chimiques

Tableau V : Les différentes mesures de paramétres physico-chimiques des deux échantillons

(24 Mars 2009 et 06 Avril 2009).

Parameétres Mesures par date de
prélévement
24 Mars 2009 06 Avril 2009
Température (°C) 14.83 15.7
Salinité (PSU) 37 36.7
Potentiel Hydrogéne (pH) 8.32 8.34
Conductivité (uS/cm) 56.4 55.9
Oxygéne dissous (mgA) 7.4 (74%) 7.1 (72%)
Mati¢re En Suspension (mgA) 220 235

Les résultats de mesure et d’analyse des parameétres physico-chimiques représentés dans le
tableau V ont confirmé I'utilité du site en termes d’élevage. En effet, la température qui a une
influence sur 1’activité bactérienne et sur la croissance et la reproduction des
moules sur toute 1’année (Arnaud, 1996), a ¢été trouvée entre (14.83 — 15.7°C), ce

qui reflétent bien la saison printaniére de la région.

De méme, la salinité et le pH ont été caractéristiques des valeurs de la mer méditerranée et

elles sont favorables pour la filtration des moules.

En effet, La salinit¢é de I’eau d’origine Atlantique mélangée avec 1’eau méditerranéenne qui
coule le long de la cote algérienne d’Ouest en Est n’est, en principe, jamais inférieure a une valeur
de I’ordre de 36.15 PSU (Deltreil, 1973). Alors que les valeurs du pH fluctuent entre 7 et 8.5 mais
se maintiennent en moyenne entre 8 et 8.3. Les pH les plus bas peuvent étre mesurés aussi bien en
hiver qu’en été. En période de crues, les apports d’eau douce peuvent faire tomber le pH a des

valeurs basses.
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Le site présente une bonne oxygénation avec des valeurs de 7.4 mg/1 pour le 1% prélévement

et 7.1 mg/l pour le second, ce qui est favorable pour une vie conchylicole car une concentration

de 3 a 6mg/l est la limite inférieure en dessous de laquelle la vie de la flore et de la faune est

mise en péril. En effet, la saturation en oxygéne obtenue (74% et 72%) respectivement pour le

1'% et le 2°™ prélévement est comprise entre la valeur guide (80%) et la valeur impérative (70%)

de la qualité requise pour les eaux conchylicoles (Annexe 1).

Concernant la matiére en suspension, des fortes concentrations ont été retrouvées. Elles sont

probablement dues a 1’état météorologique qui a précédé les jours de prélevement et qui a

permit la remise en suspension des particules de sédiment et les apports continentaux riches en

substances terrigenes.

I11.1.2.Résultats des analyses bactériologiques des moules et de ’eau de mer

I11.1.2.1. Dénombrement des indicateurs de contamination dans I’eau de mer

Les échantillons destinés a I’analyse bactériologique, ont ét¢ accompagnés par la mesure des

parametres physico-chimiques. Ces parameétres étant intimement liés a la résistance et a la

croissance de ces germes.
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Figure 10 : Résultats d’analyse bactériologique de 1’eau

Eaul : prélevement du 24 mars 2009 Eau 2 : prélévement du 06 Avril 2009
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Les résultas de I’analyse microbiologique représentés dans la figure (10) a révélé que :

Pour la flore totale

On a remarqué une trés grande variation de nombre entre les deux prélévements, 1204
cellules/100ml pour le prélevement du 24 Mars et 151 cellules seulement dans 100ml d’eau de
mer pour le second prélevement. Cette charge pourrait étre due a la remise en suspension des

bactéries a cause des mauvaises conditions climatiques lors des journées précédentes.

Pour les coliformes totaux

L’appréciation des concentrations en coliformes totaux observées en période d’étude a
permit de révéler des variations, 347 cellules/100 ml pour le premier prélévement et 66
cellules/100 ml pour le second. Ces variations restent inférieures a la norme, ceci pourrait
étre di soit a la disparition physique (dilution, dispersion) ou bien a la mortalit¢ des
bactéries (milieu oligotrophe, compétition, prédation, conditions hostiles). Vu que le risque
sanitaire li¢ aux coliformes totaux est généralement faible et I’origine fécale de ces bactéries est

non confirmée il est important de rechercher les coliformes thermotolérants (Chevalier, 2003).

Pour les coliformes thermotolérants (fécaux) et Escherichia coli

Les résultats obtenus montrent une absence totale de coliformes fécaux et d’E.coli dans
les 100 ml d’échantillon et ceci pour les deux prélévements effectués. Ces résultats corroborent
ceux retrouvés par chikh (2008) 1’année précédente dans la méme période et Ils pourraient
s’expliquer, tout simplement par la fragilité, la sensibilité et la courte durée de vie de ces
germes dans le milieu marin trop hostile ; selon Mezrioui et Baleux (1992), les faibles

températures de 1’ordre de 4°C augmentent la survie bactérienne d 'E .coli.

Pour les Streptocoques

Les résultats ont montré 1’absence des Streptocoques fécaux dans tous les échantillons
d’eau durant la période des prélévements. Vu que ce germe se caractérise par une bonne
résistance aux conditions hostiles, les résultats obtenus ne peuvent prédire que d’une bonne

qualité microbiologique de 1’eau (Plusquellec et al, 1986, Rodier, 2005).

Buttiaux (1958) a montré que dans des conditions de sédimentation favorables,
I’entérocoque disparait plus vite qu’Escherichia coli de la couche d’eau superficielle, mais

subsiste longtemps dans le fond.

Page | 38



Reésultats et discussion

Pour les Salmonelles

C’est le seul germe pathogéne recherché en routine. Il a été absent dans les 100ml analysés.

Les faibles concentrations en germe d’origine fécale (coliformes et streptocoques fécaux)
pourraient s’expliquer par le fait que I’emplacement de la ferme conchylicole est situé¢ dans
une zone soumise a des renouvellements d’eau (Chebab, 1996). Ces résultats indiquent aussi

que la zone est de bonne qualité bactériologique.

111.1.2.2. Dénombrement des indicateurs de contamination dans les moules

Les résultats des dénombrements des indicateurs fécaux retrouvés dans 100 g de chair et

de liquide intervalvaire sont représentés dans la figure illustrée ci-dessous (figure 11).
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Figure 11 : Résultats d’analyse bactériologique de la moule

Moule 1 : prélevement du 24 Mars 2009 et  Moule 2 : prélevement du 06 Avril 2009

Pour les coliformes totaux

La concentration des coliformes totaux pendant la période des prélévements a connu
des fluctuations telle que la concentration la plus élevée est enregistrée en mois de Mars (276
cellules/100g), cependant, la valeur minimale enregistrée est de 108 cellules/100g en mois
d’Avril.

Si on compare le résultat du mois d’Avril avec celui obtenu par Chikh (2008), on remarque
une trés grande différence, donc, qui est en moyenne de 2270 cellules/100g pour le méme mois

ce résultat a été¢ di a de trés mauvaises conditions climatiques 1’année d’avant.
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Pour les coliformes thermotolérants (fécaux)

Les valeurs des coliformes fécaux ne varient pas dans le temps. En effet, nous avons
constaté 1’absence de croissance dans les tubes des BVBL, ce qui donne une valeur inférieure a
90 cellules/100g selon la table des NPP spéciale coquillage, cette valeur est inférie ur a la valeur

guide qui est de 300cellules/100g.

Pour Escherichia coli

Selon la table des NPP spéciale coquillage, le nombre d’E. coli trouvé est inférieur a 90
cellules/100g dans les prélevements de moule effectués en période de stage, donc ces moules

restent propre a la consommation humaine directe.

Pour les Enterococcus

La recherche des Streptocoques a révélé leur présence dans I’échantillonnage du mois de
Mars qui dépasse largement la valeur guide (100 cellules/100g), elle est de 1290 cellules/100g.
Ce résultat pourrait étre expliqué par la remise en suspension des particules et des bactéries.

Pour le mois d’Avril, le résultat a montré une valeur inférieur a 90 cellule/100g .

Pour les Salmonelles

Salmonella est le seul agent pathogéne recherché en routine dans les eaux et les
produits de la mer. Sa présence n’a pas été observée dans aucun échantillon de moules prélevés
(25 g de chair et de liquide intervalvaire).

La comparaison des résultats des analyses microbiologiques de I’eau et de la moule nous a
permis de constater une légere différence qui ne peut étre significative, contrairement a ce qui a
¢été rapporté dans la littérature (Guillaud et Romana, 1996) d’une part ou a ce qui a été retrouvé
lors d’une étude réalisée I’année d’avant sur le méme site (Chikh, 2008). En effet, il a été
rapporté que la moule concentre les germes avec un facteur x (Plusquellec et al., 1986). Les
valeurs obtenues peuvent prédire de la bonnes qualit¢ des eaux jusqu’au moment de

prélévement.

I11.2. La prévalence de la résistance bactérienne dans I’eau

La prévalence de la résistance bactérienne dans 1’eau est le calcul du taux de résistance pour
chaque antibiotique. Elle a été faite pour la flore totale et les coliformes totaux. Les résultats

obtenus sont représentés dans les deux histogrammes suivants : (figures 12 et 13).
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De la figure 12, nous constatons que la flore totale du deuxiéme échantillon présente des
taux élevés de résistance par rapport a ceux observés pour la flore totale du premier échantillon,
et cela pour AMX, TIC et FOX. Cependant, le taux de résistance au CTX a été 1égerement plus
¢levé dans le premier €chantillon alors que la résistance a CAZ a été observée uniquement dans

le premier échantillon. Aucune résistance a I’'IMP n’a été observée pour les deux prélévements.
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Figure 12 : Taux de résistance de la flore totale isolées des deux prélévements vis-a-vis des
béta-lactamines (MHI1 : 24 Mars et MH2 : 06 Avril 2009).
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Figure 13 : Taux de résistance des coliformes totaux isolées des deux prélévements d’eau vis-
a-vis des béta-lactamines (CT1 : échantillon 1, CT2 : échantillon 2)
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De la figure 13, on peut tirer les remarques suivantes :

Le taux de résistance des souches de coliformes totaux isolées de I’échantillon du 24 Mars est
presque nul avec un maximum de 2.01% de résistance a I’AMX, puis de 1.44% a CAZ.

Par contre chez les bactéries isolées du prélevement du 06 Avril, le maximum de résistance est
enregistré pour TIC et AMX avec 12.12% si non le reste est avec un trés bas taux voir 5.54 et
1.51% pour FOX et CTX respectivement. . Ces résistances peuvent étre naturelles ou acquises

chez les entérobactéries (Vedel, 1997).

IIL.3. Caractérisation de la résistance aux antibiotiques chez des bactéries isolées de ’eau et

de 1a moule

I11.3.1. Isolement et identification des souches résistantes

Dix neuf souches de bactéries résistantes ont été isolées a partir des deux échantillons
prélevés. 11 s’agit de 8 souches isolées de la moule et 11 souches isolées de 1’eau de mer. Leur
identification biochimique par galerie API 20 E nous a permis de les assignées aux especes
(tableau VI) : K. pneumoniae (n=1),K. oxytoca (n=9), K. terrigena (n=1), E. cloacae
(n=3),P.aeruginosa (n=3), P. luteola (n=1), V. fluvialis (n=1). Ces espéces sont dans
la majorité des bactéries de 1’environnement excepté K.pneumoniae mais qui peuvent

étre incriminées dans des infections humaines.

Tableau VI : Identification des espéces de bactérie isolées.

Nom de la
Antibiotiques | Nombre de souches | Identification de I’espéce Origine
souche
M1, M2, M3,
05 Moule
K. oxytoca M4 et M7
03 ES,E7 et E8 Eau
01 P. luteola E0 Eau
AMX 02 E. cloacae E4 et E6 Eau
01 K. terrigena E9 Eau
01 K. pneumo. pneumoniae E10 Eau
01 V. fluvialis Mo Moule
CTX 02 P. aeruginosa E2 et E3 Eau
IMP 01 P. aeruginosa E1l Eau
TIC 01 K. oxytoca M5 Moule
FOX 01 E. cloacae M6 Moule
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Concernant la moule, Deux types bactériens ont ¢été isolés; il s’agit de K.oxytoca et
E.cloacae et V. fluvialis. La premiére a été isolée sur milieu contenant I’AMX ou TIC ; cette
résistance serait naturelle par la production d’une pénicillinase chromosomique de type OXY.
Cependant, le deuxiéme genre a ¢été trouvé résistant pour FOX et ceci serait du soit a
I’imperméabilité soit a la production d’une céphalosporinase chromosomique chez le genre
Enterobacter (Vedel, 1997). Le troisieme genre a été isolé sur amoxicilline et ceci serait

¢galement di a une résistance naturelle.

Par contre pour I’eau, nous avons retrouvé des bactéries résistantes & I’AMX et CTX. Cette
résistance serait naturelle par la production d’une pénicillinase ou d’une céphalosporinase selon
I’espéce considérée. Le seul germe résistant a I’'IMP est P. aeruginosa. Cette résistance est de
type acquis, elle peut étre due a I'imperméabilité ou a la production d’une carbapénémase

(Vedel, 1997 ; Vedel, 2005)

I11.3.2. Etude de la résistance aux antibiotiques

L’¢tude de la sensibilit¢ des 19 souches vis-a-vis de 26 antibiotiques dont 16 B-lactamines
(AMC et TCC sont des inhibiteurs), par 1’antibiogramme (CA-SFM, 2008) a donnée les

résultats représentés dans la figurel4:
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Figure 14 : Nombre de souches résistantes aux antibiotiques isolées de 1’eau de mer et de la
moule
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Nos souches ont présenté une résistance marquée a 1’amoxicilline (n=15) et ticarcilline (n=13),
et une résistance faible aux autres béta-lactamines a savoir aztréonam et cefoxitine (n=5),
cefsulodine (n=3), CTX, CRO, IMP, MEC et FEP (n=2), Céfalotine (n=1). Une sensibilité totale a

¢été notée pour la Céftazidime, pipéracilline et pipéracilline-tazobactam.

Concernant les molécules non béta-lactames, Les bactéries ont présenté de faibles taux de
résistance pour les sulfamides, triméthoprime, triméthoprime- sulfamide, acide nalidixique,
chloramphénicol et la rifampicine. Les aminosides (GM et K) et les fluoroquinolones restent les
molécules les plus actives sur nos souches.

11 faut signaler que les bactéries isolées de la moules ont été sélectionnées sur AMX ou TIC et
que leur profil de résistance (tableau VI) est de type naturelle (pénicillinase pour K. oxyoca,

Céphalosporinase ou imperméabilité pour E.cloacae et V. fluvialis).

Concernant, les bactéries isolées de I’eau, selon I’antibiotique utilisé pour la sélection nous avons
retrouvées des bactéries avec différent profils dont les plus multi-résistantes ont été sélectionnées sur
CTX et IMP (E1-E2-E3). 1l s’agit de Pseudomonas aeruginosa, un germe pathogeéne opportuniste ;
sa multi-résistance observée est de type acquis (Vedel, 2005). Il est a noter également la présence
d'une K. pneumoniae dans 1’eau. Cette bactérie est incriminée dans plusieurs infections

nosocomiales de type respiratoire ou urinaire.

Les bactéries isolées de la moule, on a retrouvé une souche résistante a la Rifampicine, une
souche résistante au trimethoprime et une seule souche résistante aux sulfamides. Cependant, les
bactéries retrouvées dans I’eau ont présenté des résistances a différentes antibiotiques non béta-
lactames a savoir: RA, C, NA, TE, TMP, SXT et SSS. Seule les aminosides et les

fluoroquinolones restent complétement actifs sur nos souches.

*» L’étude de la sensibilité aux antibiotiques a montré également que la plus part de
nos souches ne sont pas multi résistantes (Tableau VII), allant de 1 a 4 molécules

d’antibiotiques réparties dans 16 antibiotypes différents.

Les seules souches multi résistantes proviennent de I’eau et non pas de la moule. La E1, la

E2 et la E3 qui résistent a 11 et 12 antibiotiques respectivement.
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Tableau VII : Antibiotypes des souches vis-a-vis des antibiotiques

Nom de la souche Nombre de
Antibiotypes (17 Profils)
identification résistances

M7 Moule BVBL AMX C 00
E6 Eau TTC AMX C FOX 01
M5 Moule BVBL TIC C AMX 01
E9 Eau TTC AMX C TIC RA 02
M4 Moule BVBL AMX C | AMX MEC 02
M6 Moule TTC FOXN.C | CF FOX 02
E8 Eau TTC AMX C

M3 Moule BVBL AMX C AMXTIC 02
E10 Eau TTC AMX C AMX SSS RA 03
M1 Moule BVBL AMX C | AMX TIC MEC 03
M2 Moule BVBL AMX C | AMX TIC RA 03
E4-E7 Eau TTC AMX C AMX TIC ATM FEP 04
E0 Eau TTC AMX C AMX TIC SXT RA 04
MO0 Moule TTC AMX C AMX TIC CFS TMP 04
E5 Eau TTC AMX C AMX TIC CTX ATM 04
E1 Eau TTC IMP N.C AMX TIC CFS FOX SSS TMP SXT NA C 9
E2 Eau TTC CTX N.C AMX TIC CRO ATM FOX IMP TMP SXT TE NA C 11
E3 Eau TTC CTX N.C AMX TIC CFS CTX CRO ATM FOX IMP TMP SXT TE NA 12
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I11.3.3. La production d’une céphalosporinase inductible : Test d’antagonisme

La production d’une céphalosporinase AmpC a caractére inductible a ¢té¢ mise en évidence
par 'utilisation lors de I’antibiogramme de 1I’imipénéme comme inducteur placé a 3 cm des
céphalosporines (FEP, CFS) (figure 15). Quatre souches seulement ont présenté I’image
d’antagonisme (tableau VIII) ; il s’agit de trois Pseudomonas aeruginosa et un Vibrio fluvialis.
Ce résultat corrobore les données de la littérature qui signalent la production d’une
céphalosporinase chromosomique de type inductible chez ces espeéces (Vedel, 2005).
L’absence de cette image chez les autres bactéries serait diie soit a I’absence de cette enzyme
chez ces souches (Klebsiella), soit a une hyperexpression de cette céphalosporinase (E.cloacae)

(Vedel, 1997).

Tableau VIII : Nom des espéces qui présentent un test d’antagonisme positif

Nom de la souche Espéce
El P. aeruginosa
E2 P. aeruginosa
E3 P. aeruginosa
MO V. fluvialis

Figure 15 : Illustration d’un test d’antagonisme positif
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I11.3.4. Production de B-lactamase a spectre élargi

La résistance aux B-lactamines est la plus connue en Algérie vu leur large utilisation en
médecine humaine et vétérinaire. Le mécanisme le plus redoutable sur le plan clinique et
¢cologique est la production d’une B-lactamase a spectre élargi. Ce mécanisme est mis en

évidence par I’observation d’une image de synergie caractéristique.

Les résultats ont montré la présence d’une image de synergie, entre le disque TCC qui
contient I’inhibiteur de P-lactamases (acide-clavulanique) et I’aztréonam (ATM), chez K.
oxytoca par 1’augmentation du diametre d’inhibition du c6té de I’acide-clavulanique (Figure 16).
Cependant, cette bactérie présente une pénicillinase chromosomique hyper-exprimée de type
OXY-1 capable de donner une image de synergie. Donc elles sont considérées comme des faux

positifs pour la production de BLSE (Vedel, 1997).

Figure 16 : Illustration de la production d’une BLSE.

La résistance aux C3G est en augmentation et est devenue significative, notamment pour E.
coli et K. pneumoniae. Initialement décrite en CHU, puis dans les hdpitaux généraux, elle est

aujourd’hui observée en laboratoire d’analyses médicales, souvent lors de petites épidémies.

La détection des BLSE est aisée pour E. coli, K. pneumoniae, K. oxytoca mais, d’une
manicre générale, aucune procédure ne possede 100 % de sensibilité. Cette détection devrait étre
améliorée par 1’adoption au niveau européen de nouveaux seuils de concentrations critiques en
2008 avec une concentration inférieure ou égale a 1 mg/L des C3G ou C4G (céfépime,

cefpirome) pour les entérobactéries au lieu de 4 mg/L (Carole, 2007).
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Conclusion

L’objectif de ce travail a été¢ I’évaluation de la résistance aux béta-lactamines chez des
bactéries isolées de la moule d’élevage « Mytilus galloprovincialis » ainsi que de son milieu

d’¢levage. Les résultats ont révélé que :

- la zone conchylicole est salubre sur le plan microbiologique et les moules sont destinées a
la consommation directe.

- Les taux de résistance aux antibiotiques dans 1’eau ont été¢ assez faibles et dii pour la
majorité¢ a des résistances naturelles. En effet, il a ¢été¢ observé la prédominance du genre
Klebsiella qui est naturellement résistant a 1’amoxicilline et la ticarcilline

- La détermination et la caractérisation de la résistance chez les souches sélectionnées ont
révélé que la majorité des souches font partie de la flore normale de ’environnement et

seules trois souches de I’eau ¢taient multi-résistantes avec des mécanismes acquis.

Contrairement a I’année précédente, cette étude n’a pas montré des mécanismes de résistance
effrayants. La zone reste de bonne qualit¢ malgré, qu’il ne faut pas sous-estimer les germes

retrouvés qui ont tous été impliqués dans des infections humaines.

En fin, la qualité de la moule dépend de la bonne qualité de son environnement. Pour cela, il
est recommandé¢ de réduire les rejets non traités, de réglementer l'utilisation des antibiotiques
dans I'alimentation animale et surtout de bien cuire les denrées alimentaires afin de réduire les
risques de la résistance aux antibiotiques et celui des bactéries pathogeénes provenant d’aliments

crus.
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Tableau 1 : Qualité requise des eaux conchylicoles.

Fréquence
Paramétre . o Méthodes d’analyse des ,I,mmmflle
S Guide Impérative références d’échantillon
nage et de
mesure
1 pH -Electrométrie Trimestrielle
unité¢ pH 7-9 La mesure s’effectue in situ en méme
temps que I’échantillonnage
2 | Température | L’écart de -Thermométrie Trimestrielle
ce température La mesure s’effectue in situ en méme
provoqué par un temps que 1’échantillonnage
rejet ne doit pas,
dans les eaux
conchylicoles
influencées par
ce rejet, excéder
de plus de 2 °C
la  température
mesurée dans les
eaux non
influencées
3 Coloration La couleur de [D’eau | -Filtration sur membrane filtrante de Trimestrielle
(apres apres filtration, | 0.45 um de porosité.
filtration) provoquée par un rejet, | -Méthode photométrique, aux étalons
(mg Pt/l) ne doit pas, dans les | de I’échelle platine- cobalt
eaux conchylicoles
influencées par ce rejet,
s’écarter de plus de 100
mg Pt/1 de la couleur
mesurée dans les eaux
non influencées
4 Mati¢res en L’accroissement de la | -Filtration sur membrane filtrante de Trimestrielle
suspension teneur en maticres en | 0,45pm de porosité, séchage a 105°C et
(mg/1) suspension provoqué par | pesée.
un rejet ne doit pas, dans | -centrifugation (temps minimal
les eaux conchylicoles | Sminutes, accélération moyenne 2800 a
influencées par ce rejet, | 3200 g), séchage a 105°C et pesée.
excéder de plus de 30%
celles mesurées dans les
eaux non influencées.
5 Salinité (%0) | 12-38%o -<40% - Conductimétrie Mensuelle

-la  variation de la
salinit¢ provoquée par
un rejet ne doit pas, dans
les eaux conchylicoles
influencées par ce rejet,
excéder de plus de 10%
la salinit¢ mesurée dans
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les eaux non
influencées.
Oxygene > 80% ->70% (valeur | - Méthode de Winkler Mensuelle, avec
dissous (% de moyenne). -Méthode électrochimique au  moins un
saturation) -Si une mesure échantillon
individuelle indique une représentatif  des
valeur inférieure a 70%, faibles teneurs en
les mesures sont oxygene se
répétées. présentant le jour
-une mesure individuelle du prélévement.
ne peut indiquer une Toutefois, s’il y a
valeur inférieure a 60% présomption  de
que lorsqu’il n’y a pas variations diurnes
de conséquences significatives, en
nuisibles pour le moins deux
développement des prélévements par
peuplements des jour seront
coquillages. effectués.
Hydrocarbure Les hydrocarbures ne | Examen visuel Trimestrielle
s  d’origine doivent pas étre présents
pétroliére dans I’eau conchylicole
en quantité telle :
-Qu’ils produisent a la
surface de 1’eau un film
visible et/ou un dépot
sur les coquillages.
-Qu’ils provoquent des
effets nocifs pour les
coquillages.
Substances La limitation de | La  concentration de | Chromatographie en phase gazeuse Semestrielle
organo- la concentration | chaque substance dans | aprés extraction par solvants appropriés
halogénées de chaque | ’eau conchylicole ou | et purification.
substance dans | dans la  chair de

la chair de
coquillage doit
étre telle qu’elle
contribue,
conformément a
1, a
bonne
des

’article
une
qualité
produits
conchylicoles.

coquillages ne doit pas
dépasser un niveau qui

provoque des effets
nocifs sur les
coquillages et leurs

larves.
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9 Métaux La limitation de | La concentration de | Spectrométrie d’absorption atomique, | Semestrielle
Argent la concentration | chaque substance dans | éventuellement précédée d’une
Ag de chaques | I’eau conchylicole ou | concentration et/ou d’une extraction.
Arsenic substances dans | dans la  chair de
As la  chair de| coquillage ne doit pas
Cadmium coquillages doit | dépasser un niveau qui
Cd étre telle qu’elle | provoque des effets
Chrome contribue. nocifs sur les
Cr Conformément a | coquillages et leurs
Cuivre I’article 1%, a | larves.
Cu une bonne | Les effets de synergie de
Mercure qualité des | ces métaux doivent étre
Hg produits pris en considération.
Nickel conchylicoles.
Ni
Plomb
Pb
Zinc
Zn
(mg/l)
10 | Coliformes <300 dans 1la Me¢éthode de dilution avec fermentation
fécaux/100ml | chair des en substrats liquide dans au moins trois
coquillages et le tubes dans trois dilutions. Repiquage
liquide inter des tubes positifs sur milieu de
valvaire " confirmation.
Dénombrement selon NPP (nombre le
plus probable). Température
d'incubation 44+0,5°C
11 | Substances Concentration inférieure | Examen gustatif des coquillages,
influengant le a celle susceptible de | lorsque 1la présence d’une telle
gott du détériorer le gout du | substance est présumée.
coquillage coquillage.
12 | Saxitoxine

(produite par
les
dinoflagellés)

M

Toutfois, en attendant I’adoption d’une directive relative a la protection des consommateurs de produits

conchylicoles, cette valeur devrait étre respectée dans les eaux ou vivent les coquillages directement comestibles par

I’homme.




Annexe 1




Annexe 2

Tableau 2 : Les différents antibiotiques utilisés en antibiogramme.

Famille Antibiotique Abréviation | La charge (ug)
Amoxicilline AMX 25
Amoxicilline + acide AMC 20/10
clavulanique
Ticarcilline TIC 75
Pénicillines Pipéracilline PIP 75
- Pipéracilline + tazobactam PTZ 75/10
2 Ticarcilline + acide clavulanique TCC 75/10
é‘ Mecillinam MEC 10
8 Mezlocilline MZ 75
& | Carbapénicilline | Impénéme IMP 10
p—'a Monobactame | Aztréonam ATM 30
CG1 | Céfalotine CF 30
e 2 Céfoxitine FOX 30
E E CG2 Cefsulodine CFS 30
g g Céfotaxime CTX 30
O @ CG3 | Céftriaxone CRO 30
Céftazidime CAZ 30
Quinolones Acide Nalidixique NA 30
2 qlﬂll:l(;)ll(;(;e S Ciprofloxacine CIP 5
'S Aminosides Kanamycine K 30 UI
s Gentamycine GM 10 Ul
o Phénicole Chloramphénicol C 30
g Tétracycline | Tétracycline TE 30 UI
= Sulfamide SSS 200
2 Sulfamides Triméthoprime TMP 5
Triméthoprime/Sulfaméthoxazole SXT 1.25/23.75
Divers Rifampicine RA 30
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