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Introduction

La découverte des antibiotiques, notamment la pénicilline G en 1928 a sans doute été
I’une des avancées thérapeutiques les plus importantes du vingtiéme si¢cle. L’utilisation de ces
derniers depuis les années 1940 a considérablement réduit le taux de morbidité et de mortalité
lié aux maladies infectieuses (Van Hoek et al., 2011). Le succes de l'antibiothérapie n’a été que
de courte durée, puisque les premiéres souches résistantes ont été décrites peu de temps apres
I’introduction de ces molécules en thérapeutique humaine. D’ailleurs, dés 1945, Alexander
Fleming émit I’hypothése que des résistances aux antibiotiques risquaient d’apparaitre et que
I’efficacité des antibiotiques a long terme dépendrait de 1’usage qui en serait fait (Plough,
1945).

En plus de leur utilisation dans le traitement des maladies humaines, les antibiotiques
sont couramment utilisés en médecine vétérinaire et généralement ajoutés comme promoteurs
de croissance chez certains animaux. Leur utilisation aléatoire peut contribuer a la sélection de
micro-organismes résistants. Ces micro-organismes retrouvés dans la matiere fécale
contaminent le sol, la nourriture et les milieux aquatiques (Grobbel et al., 2007 ; Martinez,
2009).

La flore commensale représente une grande partie des germes présents chez I’Homme
ou I’animal. Ces bactéries sont autant de germes qui peuvent acquérir et disséminer des
résistances de maniere silencieuse. La majorité des bactéries commensales sont présentes dans
le tube digestif, parmi elles on retrouve les entérobactéries et les entérocoques, deux familles
aero-anaérobies facultatives impliquées dans de nombreuses maladies nosocomiales et
communautaires chez I’Homme (Andremont, 2000 ; Van Den Dogaard et Stobberingh,
2000). Ces bactéries intestinales sont considérées comme des indicateurs de la contamination
fécale de I'environnement et souvent aussi en tant que microorganismes modeles pour détecter
I’apparition de la résistance aux antibiotiques chez ’Homme et les animaux domestiques. Des
études ont montré que cette résistance aux antibiotiques se produit également dans des isolats
commensaux d’E. coli d’animaux sauvages qui ne sont pas traités ou exposés aux antibiotiques
(Poirel etal., 2012; Marinho et al., 2013). Les populations d'animaux sauvages peuvent servir
de réservoirs pour les bactéries pathogenes chez les animaux domestiques et les humains
(Kruse et al., 2004).

Les entérocoques sont des bactéries Gram-positives appartenant a la flore du tractus
gastro-intestinal de I'homme et de la plupart des animaux (Aarestrup et al., 2000). Bien que

les especes d’entérocoques soient généralement considérées comme étant de faible potentiel
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pathogene, ils ont émergé comme une des causes importantes de 1’infection nosocomiale et
communautaire en raison de la capacité de ces bactéries pour acquerir des caractéres de
virulence (Silva et al., 2011). Les deux principales espéces importantes en clinique sont
Enterococcus faecalis et Enterococcus faecium. Les entérocoques sont intrinsequement
résistants a de nombreux antibiotiques, et ont la capacité de transférer la résistance aux
antibiotiques a d'autres bactéries, ce qui pose un probléme dans le traitement des maladies
infectieuses (Hegstad et al., 2010). La diffusion des entérocoques résistants a la vancomycine
(ERV), en particulier par l'acquisition de mécanisme de résistance vanA, est d'une grande
importance clinique. Les ERV ont été de plus en plus rapportés dans les hopitaux en Europe
(Werner et al., 2008) et d'autres continents (Elhani et al., 2014 ; Seol et al., 2014). Pendant
des années, les entérocoques contenant vanA ont été fréquemment détectés dans des
échantillons d'animaux et de I'environnement, principalement en Europe. Elle est associée a
l'utilisation d’avoparcine dans le passé en tant que promoteur de croissance des animaux
(Hammerum 2012). Plusieurs études rapportent 1’isolement des ERV chez les animaux
sauvages (Santos et al., 2013).

Les B-lactamines sont les antibiotiques de premiére ligne dans le traitement des
infections causées par les entérobactéries. Cependant, ces bactéries ont pu développer plusieurs
mécanismes de résistance vis-a-vis de ces molécules telles que les B-lactamases. Parmi elles,
les B-lactamases a spectre élargi (BLSE) hydrolysant la majorité des B-lactamines en
n’épargnant que les céphamycines et les carbapéneémes. Les souches productrices de BLSE sont
souvent multirésistantes aux antibiotiques, compliquant ainsi le traitement des infections dues
a ces bactéries (Paterson et al., 2005). L’épidémiologie des BLSE au sein des entérobactéries
a récemment changé avec la dissémination massive des enzymes de type CTX-M. Dans les
années 1990, les principales BLSE étaient dérivees des enzymes de type TEM-1, SHV-1 et
diffusaient majoritairement au sein de clones hospitaliers de K. pneumoniae et d’Enterobacter
spp. La diffusion de CTX-M au sein de I’espece E. coli, aussi bien en milieu communautaire
qu’en milieu hospitalier, a bouleversé cette situation (Pitout et al., 2010). Dans la derniére
décennie, la prévalence des entérobactéries productrices de BLSE a augmenté rapidement,
attribué principalement au succes de la propagation des enzymes CTX-M (D'Andrea et al.,
2013). Chez I’'Homme et les animaux, les enzymes CTX-M sont le plus souvent retrouvées chez
E. coli (D'Andrea et al., 2013). Les CTX-M constituent désormais les BLSE les plus

répandues, quelle que soit la région du monde, a tel point qu’on qualifie leur diffusion de
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pandémique (Canton et al., 2006 ). Contrairement a certains variants qui se sont disséminés
dans des régions géographiques localisées, CTX-M-15 a été decrite un peu partout dans le
monde et semble étre la BLSE la plus décrite (Elhani et al., 2010 ).

Ces dernieres années, la prescription des carbapénémes est devenue de plus en plus
fréquente dans le traitement des infections documentées a bactéries productrices de BLSE, mais
¢galement en traitement probabiliste en cas d’infections nosocomiales séveres. Cependant,
comme pour toutes les B-lactamines mises sur le marché, des souches résistantes sont apparues
(Grall, 2011).

La résistance aux carbapénemes résulte essentiellement de deux mécanismes impliquant
tous deux des [-lactamases. Le premier meécanisme associe a la production d’une
céphalosporinase chromosomique ou plasmidique ou une BLSE a une diminution quantitative
ou qualitative de I’expression des porines. Le second est lié a I’expression de -lactamases a
forte activité hydrolytique vis-a-vis des carbapénémes, les carbapénémases (Nordmann et
Carrer 2010).

L'émergence et la propagation dans le monde des entérobactéries productrices de
carbapénémases est une grande préoccupation pour les services de santé public et une menace
majeure pour l'efficacité des carbapénémes tels que I'imipénéme, I’ertapénéme ou le
méropéneme, qui sont des antibiotiques de choix pour le traitement des infections dues a
souches productrices de BLSE (Akova et al., 2012).

Les carbapénémases appartiennent a 3 classes (selon la classification d’ Ambler, 1980).
La classe A, comme KPC (Klebsiella pneumoniae carbapénémase, 24 variants), la classe B
métallo-B-lactamases (MBL) tels que VIM (Verona intégron encodeée métallo-béta-lactamase,
46 variants), IMP (53 variants) et NDM (New Delhi métallo-béta-lactamase, 16 variants) et la
classe D dont les OXA-48 (Patel et Bonomo, 2013; http: www.lahey. org, consulté le 6 Juin,
2016).

Les carbapénémases de classe A, les plus frequentes et les plus menagantes, sont les
carbapénemases de type KPC. Le spectre d’hydrolyse des KPC comprend toutes les f-
lactamines (pénicillines, céphalosporines, carbapénemes et monobactames), mais les activités
des céphamycines et de la céftazidime sont peu modifiées. Parmi les C3G, les KPC hydrolysent
le plus efficacement le céfotaxime. L’activité des KPC est partiellement inhibée par 1’acide
clavulanique et le tazobactam, ce dernier étant le plus efficace. En 1’absence d’autres

mécanismes de résistance associés, les KPC conférent un degré de résistance variable aux
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carbapénemes, et peuvent étre confondues avec les BLSE, surtout lors de 1’analyse d’un
antibiogramme en diffusion. Parmi les carbapénémes, KPC possede 1’affinité la plus élevée
pour le méropénéme (Cuzon et al., 2010).

Les B-lactamases de classe B sont des MBL qui contiennent des ions zinc dans leur site
actif. Ces enzymes hydrolysent fortement toutes les B-lactamines a I’exception de 1’aztréonam.
Leur activité n’est pas inhibée ni par I’acide clavulanique ni par le tazobactam, mais par
I’EDTA, qui chélate les ions zinc présents au niveau du site actif (Ganta et al., 2009). NDM-1
a éteé signalée pour la premiere fois chez un patient suédois hospitalisé a New Delhi, en Inde,
en 2008, et actuellement, elle a été rapportée dans le monde entier (Berrazeg al., 2014). La
mondialisation en raison de la forte mobilité de la population a grandement contribué a la
propagation des bactéries du sous-continent indien, ou NDM-1 était endémique, a d'autres
régions du monde (Rolain et al., 2010).

Les oxacillinases sont des pénicillinases dont le spectre s’est étendu dans certains cas
aux céphalosporines de troisiéme génération (C3G) et dans d’autres cas aux carbapénémes. La
premiére souche de K. pneumoniae productrice d’OXA-48 a été isolée en Turquie en 2003
(Poirel et al., 2004). Depuis, les bactéries productrices d’oxacillinases, notamment OXA-48,
ont tres largement émergé dans tous les pays du pourtour méditerranean et en Afrique
(Nardmann et al., 2011).

Ces carbapénémases sont réparties dans le monde entier, ont été retrouvées dans
différentes espéces bactériennes et sont situées sur des éléments mobiles tels que intégrons,
transposons et plasmides (Miriagou et al., 2010; Carattoli, 2013).

Au cours des 10 dernieres années, la colistine est restée I'un des antibiotiques de dernier
recours pour le traitement des infections graves causées par les bactéries a Gram négatif et Gram
positif multirésistantes aux antibiotiques (MDR), en particulier celles causées par Klebsiella
pneumoniae, Acinetobacter baumannii et Pseudomonas aeruginosa résistantes aux
carbapénemes (Biswas et al., 2012). Dans la plupart des cas, la colistine est le seul antibiotique
efficace disponible contre ces agents pathogenes multirésistants (Biswas et al., 2012). Les
bactéries a Gram négatif peuvent utiliser plusieurs stratégies pour se protéger contre la colistine
en apportant des modifications dans le lipopolysaccharide (LPS) par [l'addition du
phosphoethanolamine ou 4-amino-4-arabinose, ou de la perte des LPS. Ceux-ci incluant des
mutations dans les genes pmrA /pmrB, phoP/phoQ, mgrB et IpxCAD (Olaitan et al., 2014).
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Dans The Lancet Infectious Diseases, Liu et ses collaborateurs en 2015 ont rapporté pour la
premicére fois la résistance a la colistine par médiation plasmidique chez des souches d’E. coli
isolées a partir d'animaux, de nourriture et de patients en Chine (Liu et al., 2015). Le gene
nommé mcr-1 impliqué dans cette résistance plasmidique code une phosphoéthanolamine
transférase capable de modifier le fragment de lipide A de LPS avec phosphoéthanolamine,
conduisant a une interaction électrostatique réduite entre la colistine et le LPS. Récemment, il
a été rapporté que le géne codant la phosphoéthanolamine transférase était le support
moléculaire de la résistance a la colistine dans une souche clinique de Shewanella algae, mais
ce gene était a médiation chromosomique (Telke et Rolain, 2015). Le scénario inquiétant de
la Chine est que le géne de phospho-transférase est située sur un plasmide transférable,
pPHNSHP45, qui peut étre facilement mobilisable dans E. coli et conferent la résistance a la
colistine. Le plasmide a également été en mesure de conférer une résistance chez K. pneumoniae
et P. aeruginosa par l'intermédiaire d'une transformation, ce qui indique I'aptitude du plasmide
a conférer la résistance a la colistine a I'extérieur de la famille des Enterobacteriaceae, comme

chez les bacilles a Gram négatif non fermentaires (Telke et Rolain, 2015).

La faune a été signalée comme un réservoir potentiel de bactéries résistantes (Allen et
al., 2010 ; Guenther et al., 2011), et en particulier les especes qui vivent pres des humains
(Gilliver et al., 1999 ; Skurnik et al., 2006). Les pigeons habitent les zones urbaines et rurales,
en particulier coexistent avec les humains en milieu urbain et sont considérés comme des
réservoirs et vecteurs de pathogenes importants et de souches bactériennes résistantes aux
antibiotiques (Radimersky et al., 2010). L'adaptation de ces oiseaux aux environnements
urbains est principalement attribuée a l'architecture des constructions urbaines, I'absence de
prédateurs naturels et la disponibilité des aliments (Silva et al., 2009). La transmission de
maladies infectieuses ou de souches bactériennes résistantes aux antibiotiques se produit
habituellement par I'ingestion de nourriture, d'eau, la manipulation des produits contaminés par
leurs excréments et la dispersion de la fiente séchée de pigeons par le vent (Marques et al.,
2007 ; Oliveira et al., 2008). Ainsi, en 1969 un seul rapport decrivant les salmonelloses et la
sensibilité des souches aux antibiotiques chez les pigeons a eté publié (Luthgen et Lucas,

1969) et depuis le nombre de publications ne cesse d’augmenter.

A T’'université de Bejaia, une équipe de chercheurs dirigée par le Professeur TOUATI
A. travaillent sur la résistance aux antibiotiques. Leurs travaux de recherches sont orientés sur
la résistance aux antibiotiques des souches d’origine clinique, environnementale, alimentaire,
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animaux d’élevage et de compagnie. A notre connaissance aucun travail sur la résistance aux
antibiotiques des souches bactériennes isolées chez les pigeons n’a été publié en Algérie. C’est

dans ce contexte que s’inscrive cette étude qui a pour objectif d’évaluer le portage fécal de

bactéries résistantes aux antibiotiques isolées de pigeons.

Pour cela nous avons adopté la démarche expérimentale suivante :
e Isolement et identification des souches de bacilles a Gram négatif résistantes aux -
lactamines ou colistine et des entérocoques résistants a la vancomycine a partir de

prélévements de fiente.

e Etude de la sensibilité des souches aux antibiotiques et déduction des phénotypes de
résistance.



Matériel et méthodes

l. Prélevements

Des prélevements de la matiére fécale fraiche des pigeons ont été effectués a 1’aide d’un
écouvillon stérile. Différentes régions de wilaya de la Bejaia ont été prises comme sites de
prélevements (figure 1), durant la période allant de 15-01-2016 a 15-05-2016.

Les échantillons ont été¢ ensuite acheminés au laboratoire d’écologie microbienne de

I’université de Bejaia pour étre analysés.
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Figure 1 : Sites de prélévements au niveau de la wilaya de Bejaia.

I.1. Enrichissement

Les prélevements ont été enrichis dans le bouillon Trypticase de Soja (TSB) puis
incubés & 37°C/24h.

I1. Bactéries a Gram positif
I1.1. Recherche des entérocoques résistants a la vancomycine

Un enrichissement a été réalisé en ensemencant 40ul du bouillon TSB dans 160ul du
Bouillon Rothe additionné de vancomycine (5ug /ml) et de colistine (10pug/ml). L’incubation
a été effectuée 37°C/24h.
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1. Isolement

A partir du bouillon d’enrichissement, un ensemencement du 50pl du bouillon Rothe
a été effectué sur la gélose Bile Esculine Azide de sodium (BEA) additionnée de vancomycine
(5pg/ml) et de colistine (10pg /ml). Les boites ont été incubées a 44°C/ 24h.

2. Lecture

L’examen macroscopique des colonies isolées sur le milieu BEA montre de petites
colonies translucides (de la couleur de milieu) entourées d’un halo noir. L’apparition des
colonies sur le milieu BEA indique la résistance de ces bactéries a la bille et I’azide de sodium.
L’apparition de couleur noir est due a I’hydrolyse du polyoside complexe (esculine) en
libérant de I’aglucone qui est décelée par une réaction en présence de sels de fer (Chuard et

Reller, 1998).

3. Identification des entérocoques
a) Coloration de Gram
La coloration de Gram est une coloration différentielle qui permet de différencier entre
deux grands groupes bactériens : bactéries a Gram positif et les bactéries a Gram négatif
(Annexe II). L’aspect microscopique des bactéries apres la coloration de Gram révéle des
formes cellulaires en cocci, disposées en paire (diplocoque) ou en courtes chainettes de couleur
violet (Franz et Holzapfel, 2004).
b) Croissance et résistance a la chaleur sur le Bouillon M17
A partir d’'une boite de BEA positive, on a ensemencé a 1’aide d’une ance de platine le
bouillon M17 avec quelques colonies. Les tubes ensemencés ont été incubés a 60°C/30min,
puis incubés a 44°C/24h. La présence d’un trouble dans le tube indique que la souche pousse
et résiste a la chaleur (Terzaghi et Sandine, 1975).

c) Croissance sur un Bouillon hyper-salé

La croissance en présence de chlorure de sodium (NaCl) donne des renseignements
précieux pour I’indentification. Les entérocoques sont tous capables de se développer en
milieu hypersalé (6,5% de NaCl) contrairement aux streptocoques. Des tubes de Bouillon
hypersalé ont été ensemencés puis incubés a 37°C/24h. La présence d’un trouble dans le tube

indique un test positif (Schleifer et Kilpper-Balz, 1987).
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d) Culture sur gélose M17

La gélose M17 a été ensemencée avec quelques gouttes d’un tube de M17 positif,
ensuite un disque de vancomycine (30ug) a été déposé. L’incubation a été effectuée a
44°C /24h. Les souches ayant un diametre de vancomycine < 12 mm sont considérées
résistantes (CASFM-EUCAST, 2016).

e) Test de catalase

Sur une lame propre et séche, quelques colonies prélevées a 1’aide d’une pipette Pasteur,
ont été déposées, puis une goutte d’eau oxygénée (H 20) a été ajoutée. Une réaction positive

se traduit par une effervescence (Marchal et al., 1982).

I11. Bactéries a Gram négatif
I11.1. Recherche de bacilles a Gram négatif producteurs de carbapénémases

Un enrichissement a été réalisé en ensemencant 40ul du bouillon TSB dans 160l du
TSB additionné d’Ertapéneme (0,5ug/ml) et de vancomycine (32pug/ml). L’incubation a été
effectuée a 37°C/24h.
A partir du bouillon d’enrichissement, un ensemencement de 50ul du bouillon TSB a été effectué
sur la gelose Mac-Conkey additionnée d’Ertapénéme (0,5pg/ml) et de vancomycine (32ug /ml).
Les boites ont été incubées a 37°C/ 24h.
111.2. Recherche de bacilles @ Gram négatif producteurs de BLSE.

Un enrichissement a été réalisé en ensemencant 40pl du bouillon TSB dans 160ul du TSB
additionné de Céftazidime (4pg/ml) et de vancomycine (32g /ml). L’incubation a été effectuée
a 37°C/24h.

A partir du bouillon d’enrichissement, un ensemencement de 50ul du TSB a été effectue sur
la gélose Mac-Conkey additionnée de Céftazidime (4pug/ml) et de vancomycine (32ug /ml). Les
boites ont été incubees a 37°C/ 24h.

111.3. Recherche de bacilles @ Gram négatif résistants a la colistine

Un enrichissement a été réalisé en ensemencant 40l du bouillon TSB dans 160ul du
TSB additionné de colistine (4pg /ml) et de vancomycine (32ug/ml). L’incubation a été
effectuée a 37°C/24h.
A partir du bouillon d’enrichissement, un ensemencement de 50ul du TSB a été effectué sur
la gélose Mac-Conkey additionnée de Colistine (4ug/ml) et de vancomycine (32ug /ml). Les

boites ont été incubées a 37°C/ 24h.
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I11. 4. Identification

L’identification des souches isolées a été réalisée sur la base de coloration de Gram
I’aspect des colonies sur milieu Chromagar (CHROMagar™ Orientation) (tableau I) et aussi
les caractéres biochimiques par la réalisation d’une galerie biochimique classique (tableau 1)

(Denis et al., 2007). La composition des différents milieux utilisés est donnée en (annexes I)

Tableau I : Aspect des colonies sur milieu Chromagar (CHROMagar™ Orientation) (Denis et
al., 2007).

Espéce Couleur de colonies
Escherichia coli Colonies rose a pourpre
KES-C (Klebsiella, Enterobacter, Serratia, | Colonies bleu vert a bleues avec ou sans
Citrobacter) auréole violette

Proteus mirabilis, Morganella, Providencia | Colonies pales a beiges, cernées d'une
auréole ambre a marron.

Pseudomonas aeruginosa Colonies muqueuses blanches brunatres
Acinetobacter baumannii Colonies muqueuses blanches opaque
Enterococcus Sp. Petites colonies bleu turquois

10
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Tableau Il : Galerie biochimique d’identification des souches.

Milieu

Mode d’ensemencement

Caractére recherchés

Résultats

Bouillon nitraté

Ensemencement du
milieu avec une
suspension
bactérienne, et
I’incubation est
réalisée a 37°C/24h.

Réduction des Nitrates
en Nitrites.

Nitrate réductase+ :
virage au rouge du
milieu apres ’ajout des
deux réactifs NR | et NR
.

Nitrate réductase- :
Virage au jaune du

milieu par 1’ajout de
qguelque goutte de la
suspension  bactérienne,
I’incubation est réalisée
37°C/24h.

milieu.
Ensemencement de -Lactose. Lactose + : virage de la
la pente de la gélose -Glucose. pente au jaune.
par des stries serrées, -saccharose.
puis le culot par -Gaz. Saccharose+
piqdre centrale et -Production d’H2S. Virage au jaune au
I’incubation est milieu de tube.
réalisée a 37°C/24h. Glucose+ : virage de
culot au jaune.

TSI Gaz+ : apparition des
bulles ou des poches
gazeuses qui décalent la
gélose du fond de tube.
Production d’H2S :
Noircissement du
milieu.

On ensemence le milieu | -Uréase. Uréase+ : Virage du
avec une  suspension | -Indole. milieu au rouge/ rose.
bactérienne, 1’incubation
est effectuée a Indole+ : Apparition
37°C/24h. d’un anneau rouge en
Urée-Indole surface aprés 1’ajout de
guelques gouttes de réactif
de Kovacs.
Clark et Lubs Ensemencement du | Type fermentaire. Test VP+ : virage au

rouge cerise apres
I’ajout des réactifs VP I et
VP II.

Test RM+ : Coloration
rouge apres 1’ajout de
réactif RM.

11
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Ensemencement de
la pente de la gélose
par des stries longitudinales

Utilisation du citrate
comme seule source de
Carbone.

Citrate+ : virage de
milieu au bleu et une
culture sur la pente.

Citrate de Simmons et
I’incubation est
réalisée a 37°C/ 24h.

IV. Détermination des phénotypes de résistance aux p-lactamines des bacilles a Gram

négatif
IV.1. Recherche de la production de BLSE

La production d’une BLSE a été recherchée chez les souches ayant poussées sur la
gélose Mac-Conkey additionnée de Céftazidime. La recherche d’une BLSE consiste a placer
des disques de céphalosporines de 3°*™ génération (C3G) : céftazidime (CAZ : 30ug),
cefotaxime (CTX : 30ug), a une distance de 20mm (centre a centre) d’un disque d’ Augmentin
(AMC : amoxicilline/clavulanate) (20pug et 10 pg, respectivement) (figure 2). L’augmentation
de la zone d’inhibition entre le disque d’ Augmentin et les disques de céphalosporines indique
la production probable d’une BLSE (Jarlier et al., 1988). Des disques de céfépime (FEP :
30ug, C4G) et de Céfoxitine (FOX : 30ug, C2G) ont été également testés sur la méme boite.

IV.1.1. Test de synergie sur gélose Mueller Hinton additionnée de cloxacilline

Chez les souches naturellement productrices de céphalosporinases et chez les souches
productrices de céphalosporinases plasmidiques, la présence d’une BLSE peut étre masquée du
fait de I’induction de la céphalosporinase par 1’acide clavulanique. Ces souches ont été testées
vis-a-vis du céfotaxime et céftazidime en utilisant la gélose MH additionnée de cloxacilline
(250 pg/ml). La comparaison des diamétres d’inhibition entre les boites avec et sans

cloxacilline permet de mettre en évidence la présence d’une BLSE (Drieux et al., 2008).

12
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Figure 2 : La disposition des disques d’antibiotique dans le DD-Test

IV.2. Recherche de la production de carbapénémases
IV.2.1. Carba-NP test modifié

Le principe de ce test repose sur la mise en évidence d’une acidification du milieu lors
de I’hydrolyse de I’'imipénéme par une carbapénémase. Nous avons utilise le protocole du Carba

NP test modifié décrit par Bakour et al. en 2015.

Un volume de 200ul de tampon de lyse (CTAB : Cetyl Trimethyl Ammonium Bromide
0.02 %) a éte dispensé dans un tube Eppendorf. Une 6se calibrée (10ul) de colonies bactériennes
a été dissociée dans le tampon de lyse, et vortexée 1 a 2 min. Ce volume a été réparti dans 2
tubes Eppendorf (chacun 100pul) numérotés "A” et "B". On a ajouté 100ul de la solution A dans
le tube "A” et 100ul de la Solution A additionnée d’Imipénéme (6mg/ml) dans le tube
Eppendorf "B”. Ces solutions ont été vortexées et incubées a 37°C pendant un maximum de 2h.
La lecture visuelle de la couleur a été réalisée dans chaque tube Eppendorf (Tableau I11). Un
résultat positif se traduit par I’apparition d’une couleur orange/jaune dans le tube "B", tandis
que la couleur du tube "A", reste inchangée (Bakour et al., 2015).

Ce test a eté réalisé en présence d’un témoin positif et négatif pour sa validation.

e Préparation de la solution A

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

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

13
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2- Mélanger 2ml de la solution concentrée de rouge de phénol dans 16.6ml d’eau distillée.

3- Ajouter au mélange 180ul d’une solution de ZnSO4 (LOMM) pour obtenir une concentration

finale de ZnS0O4 a 0.1mM.

4- Ajuster le pH a 7,5 avec une solution de NaOH (1N).

Tableau I11 : Interprétation des résultats du carba-NP test modifié (Bakour et al., 2015).
Tube A Tube B Interprétation
Rouge Rouge Pas de production de
carbapénémases
Rouge Jaune /orange Production de
carbapénémases
Orange Orange Non interprétable

IV.2.2. Test de Hodge modifié

Le test Hodge modifié (MHT) est un test de dépistage phénotypique pour la recherche

de la production de carbapénémases. Ce test concerne les souches résistantes ou de sensibilité

diminuée a I’imipenéme ou a I’ertapénéme. Ce test consiste a déposer un disque d’imipenéme

(10 pg) ou d’ertapénéme (10 pg) au centre d’une boite de gélose Mac Conkey préalablement

ensemencée avec la souche de (E. coli ATCC 25922) (sensible a tous les antibiotiques). Ensuite

la souche a tester, la souche témoin positif (Klebsiella pneumoniae KPC3, collection du

laboratoire écologie microbienne) et la souche témoin négatif (E. coli ATCC 25922) ont été

ensemenceées sur la gélose sous forme de stries depuis le disque vers le bord de la gélose. Dix

ul de la cloxacilline (75 mg/ml) ont été ajoutés sur le disque d’IMP ou ERT. L’incubation a été

réalisée a 37°C/24h. La déformation de la zone d’inhibition et la formation d’un tréfle indique
la production probable d’une carbapénémase (Lee et al., 2010, CA- SFM, 2013).
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10ul de cloxacilline

(75mg/ml)
Témoin positif Témoin négatif E. coli
K. pneumoniae KPC3 > (ATCC 25922)
IMP )
. b E. coli (ATCC 25922)
Souche a tester

Figure 3 : Technique de Hodge test

IVV.2.3. Tests aux inhibiteurs de p-lactamases

Les différents inhibiteurs testés sont schématisés dans la figure suivante.

10l EDTA

10ul cloxacilline

Cloxa+

ATB APB+

ATB

200l A

Figure 4 : Tests des inhibiteurs
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Légende :

v' APB : acide phénylboronique.
v Cloxa : cloxacilline.
v' ATB : Antibiotique carbapéneme.

e EDTA
La production d’une MBL a été recherchée en utilisant une solution stérile ’EDTA (0,5

M, pH = 8). Ce test a été réalisé en utilisant un disque d’ATB (d’imipénéme ou d’ertapénéme)
(10pg) et un disque vierge imbibé avec 10 pl de la solution d’EDTA. Les diamétres des zones
d’inhibition autour de ces disques ont ét¢ mesurés et comparés apres 24 h d’incubation a 37 °C.
Les souches dont le diamétre d’inhibition autour du disque ATB-EDTA est supérieur a celui
obtenu avec le disque vierge imbibé avec EDTA d’au moins 5mm ont été considéerées comme
souches productrices de MBL (figure 5. (a)) (Bartolini et al., 2014).

e Cloxacilline

Ce test a été réalis¢ en utilisant un disque d’ATB (d’imipénéme ou d’ertapéneme) (10pg)
et un disque vierge imbibé avec 10 pl de la solution de la Cloxacilline (750ug). Les diametres
des zones d’inhibition autour de ces disques ont été mesurés et comparés aprés 24 h
d’incubation a 37°C. Les souches dont le diameétre d’inhibition autour du disque ATB-
Cloxacilline est supérieur a celui obtenu avec le disque vierge imbibé avec Cloxacilline d’au
moins Smm ont été considérées comme souches productrices d’'une AmpC (figure 5. (b)) (CA-

SFM, 2012).

e Acide phénylboronigque

Ce test a été réalisé en utilisant un disque d’ATB (d’imipénéme ou d’ertapéne¢me) (10pg)
et un disque vierge imbib¢ avec 20 pl de la solution d’acide phénylboronique (APB) (400pug).
Les diametres des zones d’inhibition autour de ces disques ont été mesurés et comparés apres
24 h d’incubation a 37 °C. Les souches dont le diamétre d’inhibition autour du disque ATB-
APB est supérieur a celui obtenu avec le disque vierge imbibé avec ABP d’au moins Smm ont
été considérees comme souches productrices Carbapénémase de classe A (figure 5. (¢)) (Spyros
et al., 2010).
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La lecture est schématisée dans la figure 5.

Cloxa+
ATB

APB+
ATB

<5mm

(b) : AmpC+imperméabilité

(c) : Carbapénemase de classe A(KPC)

Figure 5 : interprétation de test aux inhibiteurs
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La lecture des tests aux inhibiteurs est résumée dans le tableau suivant :

Tableau 1V : Interprétation de test aux inhibiteurs

Mécanisme Test de Hodge Chélateur Acide Cloxacilline
(EDTA) boronique

Carbapénémase de classe + - + -

A=KPC

Carbapénémase de classe + + - -

B =VIM, NDM-1

Carbapénémase de classe + - - -

D=0OXA

Cephalosporinase(AmpC) ? - + +

+ imperméabilité

Ni AmpC ni KPC ni MBL - - - -

e Testala Témocilline

Ce test permet de détecter les souches d’entérobactéries produisant une carbapénémase
de type OXA-48. Un disque de Témocilline (TEM, 30ug) a été¢ déposé au centre d’une gélose
sélective préalablement ensemencée avec la souche a tester. La résistance a la Témocilline
possede une bonne valeur prédictive positive pour les de type OXA-48. Cependant, certaines
especes sont naturellement résistante a cet antibiotique (ex H.alvei) (Huang et al., 2013). Les
souches dont le diamétre d’inhibition est inférieur & 22mm sont considérées probablement
productrice d’une OXA-48 (CA-SFM, 2016).
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IVV.3. Détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI) des

bacilles & Gram négatif résistants a la colistine

La concentration minimale inhibitrice (CMI) est definie comme étant la plus faible
concentration d’antibiotiques pour laquelle il n’y a pas de croissance visible. La détermination
de la CMI a été effectuée par la méthode de dilution en milieu solide sur la gélose de Mueller
Hinton.

e Preéparation des boites

Dans chaque boite, on a déposé 18 ml de gélose MH additionnés de 2 ml de chacune

des différentes concentrations de I’antibiotique (Colistine) (Tableau V).

e Ensemencement

A partir des suspensions bactériennes préparées, un volume de 2ul a été déposé sur la
gélose MH par spot en deux répétitions. Les boites ensemencées ont été incubées a 37°C/24h.

La souche E. coli sensible a eté utilisee comme témoin négatif.

Tableau V: Préparation de la gamme d’antibiotiques pour la détermination des CMIs
(CASFM, 1995).

Concentrations

Solutions Solution Volume du Concentrations | Concentrations
initiales mg /ml | mére ml diluant (ml) obtenues (mg/l) | finales (mg/l)

5120 4 4 2560 256

5210 2 2 6 128

5210 1 7 640 64

5210 1 15 320 32

320 4 4 160 16

320 2 80 8

320 1 40

320 1 15 20
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I. Les souches bactériennes

270 souches ont été isolées incluant 25 souches (9,25%) sur gélose Mac Conkey
additionnée de céftazidime, 68 souches (25,18%) sur gélose Mac Conkey additionnée
d’értapéneme et 90 souches (33,33%) sur gélose Mac Conkey additionnée de colistine.

Soixante-cing souches (24,07%) ont été isolées sur gélose BEA additionnée de vancomycine.

I1. Sensibilité des souches aux antibiotiques

I1.1. Les entérocoques

Afin de caractériser les souches isolées, un ensemble de tests a été effectué. Tout d’abord,
les bactéries ont été isolées sur un milieu sélectif (BEA) dans le but de décrire et reconnaitre
la forme, la couleur et les bornes des colonies isolées (examen macroscopique). Par la suite,
une coloration de Gram et un test de catalase ont été réalisés sur 1’ensemble des isolats pour
déterminer aussi bien leur type de Gram, leur forme et leur organisation cellulaire (type
d’agencement ), mais également 1’activité de I’enzyme catalase qui est un caractére commun
au sein d’un genre bactérienne. Enfin et afin de distinguer entre les entérocoques et les
streptocoques, des tests de résistance a la chaleur (60C° pendant 30min) ainsi qu’une
croissance sur le bouillon hypersalé (6,5% Nacl) ont été établis. L’ensemble des résultats de

la caractérisation des souches isolées sont rapportés dans le tableau ci-dessous.
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Tableau VI: Caractéristiques des souches isolées sur gélose BEA.

Code Isolement Gram Catalase Résistance a la | Croissance sur B. | Diametre de Chromagar
Sur BEA chaleur hypersalé vancomycine
(mm)

PG 29 + NT - + + 06(R) Bleu-turquois
PG 41 + + - + + 06(R) Bleu-turquois
PG 53 + + - + + 06(R) Bleu-turquois
PG 79 + + - + + 06(R) Bleu-turquois
PG 83 + NT - + + 06(R) Bleu-turquois
PG 102 + + - + + 06(R) Bleu-turquois
PG 110 + + - + + 06(R) Bleu-turquois
PG 150 + + - + + 06(R) Bleu-turquois
PG 154 + + - + + 06(R) Bleu-turquois
PG 155 + + - + + 06(R) Bleu-turquois
PG 156 + + - + + 06(R) Bleu-turquois
PG 159 + + - + + 06(R) Bleu-turquois
PG 167 + + - + + 06(R) Bleu-turquois
PG 168 + + - + + 06(R) Bleu-turquois
PG 169 + + - + + 06(R) Bleu-turquois
PG 171 + + - + + 06(R) Bleu-turquois
PG 40 + + - + + 10(R) Bleu-turquois
PG 75 + + - + + 10(R) Bleu-turquois
PG 162 + + - + + 10(R) Bleu-turquois

Légende : (S): sensible, (R) : résistante, (+) : positif, (-) : négatif.
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D’apres les résultats obtenus, 19/34 souches testés sont résistantes a la vancomycine et

présentant les caractéristiques des entérocoques Annexes IlI.

11.2. Les bacilles a Gram négatif

I11. Analyses des phénotypes de résistance

e DD-test

Le DD-test effectué sur la gélose MH a montré la présence d’une image de synergie chez 6
souches (E. coli) parmi les 9 souches résistantes aux C3G, traduisant ainsi la production probable
d’une BLSE chez ces souches (figure 6). Chez les 3 autres souches (02 E. cloacae et 01 Raoultella
Sp) aucune image de synergie n’été observée. Les résultats de ce test sont résumes dans le Tableau
VII. La lecture en sensible, intermédiaire et resistant a eté utilisée en suivant les recommandations
du CASFM, 2013 et du CASFM-EUCAST, 2016.

Image de
synergie

Figure 6 : Image de synergie obtenue par le DD-test pour la souche E. coli PG57.

Légende : AMC : Amoxicilline-Acide clavulanique, FOX : Céfoxitine, CTX: Céfotaxime,
CAZ : Céftazidime, FEP : Céfépime.
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Tableau V11 : résultats du DD-test chez les souches productrices de BLSE

Code | Espéce Antibiotique Phénotype
Diamétre (mm) Synergie probable
AMC | CTX FOX |CAZ |FEP
PG50 | E.coli 15(R) | 6(R) 20(S) |6(R) |6(R) + BLSE
PG54 | E.coli 15(R) | 6(R) 20(S) | 6(R) | 6(R) + BLSE
PG55 | E.coli 6(R) |6(R) 20(S) | 6(R) | 6(R) + BLSE
PG56 | E. coli 10(R) | 6(R) 21(S) |6(R) |6(R) + BLSE
PG57 | E.coli 11(R) | 6(R) 21(S) | 10(R) | 6(R) + BLSE
PG68 | E. coli 10(R) | 6(R) 20(S) |6(R) |6(R) + BLSE

e DD-test sur gélose Mueller-Hinton additionnée de cloxacilline

L’image de synergie peut étre masquée par présence de [’activité céphalosporinasique
(chromosomique ou plasmatique). 03/09 souches (1 Raoultella Sp et 2 E. cloacae) résistantes
a la céfoxitine ont été testées une seconde fois sur gélose MH additionnée de cloxacilline a une
concentration de (250 pg/ml). Cela a permis la restauration de 1’image de synergie chez la
souche Raoultella sp PG 67 indiquant la production probable d’une BLSE en plus d’une AmpC
plasmidique (figure 07). Les deux souches d’E. cloacae présentaient une récupération de la
zone d’inhibition (>6mm) rendant compte de la présence possible d’une céphalosporinase
chromosomique (hyperproduction d’AmpC naturelle). Les résultats de DD-test avec
cloxacilline sont donnés dans le Tableau VIII.
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a : sans cloxacilline

b : avec cloxacilline

Figure 7 : Le DD-test pour la souche Raoultella sp PG67 avec et sans cloxacilline

Tableau VI1I: Résultats du DD-test sur gélose MH avec cloxacilline

Code Espéce Antibiotique Synergie Phénotype
Diametre (mm)
AMC | CTX | FOX | CAZ | FEP
PG67 Raoultella Sp. | 12(R) | 16(R)| 20(S) | 6(R) | 6(R) + BLSE+AmpC
Plasmidique
PG66 E. cloacae 19(S) | 25(S) | 20(S) | 22(S) | 30(S)| - Hyperproduction de
céphalosporinase
PG62 E. cloacae 20(S) | 22(S) | 21(S) | 20(R)| 30(R), - Hyperproduction de

céphalosporinase

Légende : (+) : Présence d’une image de synergie.

24




Résultats

e Carba-NP test modifié
Le carba-NP test effectué sur les 24 souches d’entérobactéries résistantes ou de sensibilité diminuée
aux carbapénémes (tableau V, annexe V) a révélé la production de carbapénémases chez 20 souches
(carba-NP test positif) (figure 8). Il est non interprétable chez 04 souches. Les résultats obtenus

sont résumeés dans le Tableau IX.

Figure 8 : Exemple de résultats de Carba NP test modifié.

Tableau IX : Résultats du carba-NP test modifié.

Code Souches Tube A Tube B Durée de Interprétation
I’apparition de
couleur
PG49 Acinetobacter sp Rouge Jaune/orange 01 minute Production de
carbapénémase
PG 47 Citrobacter sp Rouge Jaune 01 minute Production de
carbapénémase
PG53 E. coli Orange Orange 01 minute Non interprétable
PG85 E. coli Orange Orange 01 minute Non interprétable
PG 62 E. coli Rouge Jaune 01 minute Production de
carbapénémase
PG107 E. coli Rouge Jaune/orange 01h30 Production de
carbapénémase
PG108 E. coli Rouge Jaune 20 minutes Production de
carbapénémase
PG134 E. coli Rouge Jaune/orange 01 minute Production de
carbapénémase
PG54 E. coli Rouge Jaune/orange 15 minutes Production de
carbapénémase
PG55 E. coli Rouge Jaune 01 minute Production de
carbapénémase
PG56 E. coli Rouge Jaune 01 minute Production de
carbapénémase
PG59 E. coli Rouge Jaune 01 minute Production de
carbapénémase
PG61 E. coli Rouge Jaune 15 minutes Production de
carbapénémase
PG72 E. coli Rouge Jaune 01 minute Production de
carbapénémase
PG87 E. coli Rouge Jaune 15 minutes Production de
carbapénémase
PG99 E. coli Rouge Jaune 01h30 Production de
carbapénémase
PG58 K. pneumoniae Orange Orange 01 minute Non interprétable
PG95 K. pneumoniae Orange Orange 01 minute Non interprétable

25



Résultats

PG101 K. pneumoniae Rouge Jaune 01h30 Production de
carbapénémase
PG102 K. pneumoniae Rouge Jaune/orange 01 minute Production de
carbapénémase
PG111 K. pneumoniae Rouge Jaune 01 minute Production de
carbapénémase
PG126 KES-C Rouge Jaune/orange 01 minute Production de
carbapénémase
PG146 KES-C Rouge Jaune 01 minute Production de
carbapénémase
PG75 KES-C Rouge Jaune 01 minute Production de
carbapénémase

Légende : KES-C : Klebsiella-Enterobacter-Serratia-Citrobacter sur Chromagar.

e Test de Hodge modifié

Le test de Hodge était positif chez 24 souches testées indiquant la production probable
d’une carbapénémase (figure 9). Les résultats obtenus sont résumés dans le tableau VI en annexe
VI.

Figure 9 : Résultat du test de Hodge positif pour la souche E. coli PG134.
Légende :
T+ : K. pneumoniae KPC3
T-: E. coli
PG134 : souche a tester
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e Test des inhibiteurs

Pour la détection des phénotypes de résistance aux carbapénemes, des tests aux inhibiteurs de
B-lactamases et un test & la témocilline ont été effectués sur un total de 24 souches. Les

différents phénotypes de résistance probables de ces souches sont résumés dans le tableau X.

Remarque :

Les résultats obtenus sont interpréter avec beaucoup de précautions car 1’inoculum utilisé

n’est pas standardisé.
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Tableau X : Phénotype probables des souches résistantes aux carbapénemes

Code

ATB +

Tests aux inhibiteurs

(mm)

EDTA
(mm)

EDTA
+

ATB
(mm)

#

A.b

A.b+
ATB
(mm)

Clox
(mm)

Clox+
ATB
(mm)

Test
témocilline

Phénotype

Souche

PG 47

IMP (12)

20

20

00

12

00

20

20

00

10

Carbapénemase
de classe D: OXA-
48-LIKE

Citrobacter
sp.

PG49

IMP(06)

20

35

15

33

25

20

32

12

06

Carbapénemases de
classe B +AmpC

Acinetobacter
sp.

PG53

IMP(19)

22

25

03

06

10

00

06

10

00

06

Carbapénemase
de classe D : OXA-
48 LIKE

E. coli

PG54

ERT(25)

20

25

03

06

25

00

06

25

00

06

Carbapénemase
de classe D: OXA-
48-LIKE

E. coli

PG55

ERT(23)

20

18

00

06

13

00

06

10

00

06

Carbapénemase de
classe D: OXA-48-
LIKE

E. coli

PG56

IMP(20)

20

25

06

18

02

06

18

00

06

Carbapénemase de
classe D: OXA-48-
LIKE

E. coli

PG59

ERT(13)

20

30

10

06

30

17

20

30

10

06

AmpC +
Carbapénémase de
classe B

E. coli

PG61

IMP(06)

22

22

06

25

16

06

22

19

06

Carbapénemase de
classe D: OXA-48-
LIKE+AmpC

E. coli

PG 62

ERT(06)

20

25

06

23

18

06

24

17

06

Carbapénemase de
classe D: OXA-48-
LIKE + AmpC

E. coli

PG72

IMP(20)

20

30

10

06

26

06

06

30

10

06

AmpC +
Carbapénemase de
classe B

E. coli

PG85

ERT(22)

20

30

08

06

25

03

18

25

03

20

Carbapénéemase de
classe  B+OXA-48-
like

E. coli

PG87

ERT(25)

20

29

04

06

30

05

20

30

05

06

carbapénémase de
classe D : OXA-48-
like

E. coli

PG99

ERT(24)

22

22

00

06

25

01

20

25

01

06

Carbapénemase de
classe D: OXA-48-
LIKE

E. coli

PG107

ERT(24)

20

32

06

06

28

04

13

30

06

10

Carbapénémase de
classe D: OXA-48-
LIKE

E. coli

PG108

IMP(20)

20

20

00

06

20

00

30

25

00

20

Carbapénémase de
classe D: OXA-48-
LIKE

E. coli

PG134

ERT(24)

20

25

00

30

30

00

06

06

00

06

Carbapénémase de
classe D: OXA-48-
LIKE

E. coli
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PG58 IMP(20) 20 30 00 06 30 10 15 20 5 20 Carbapénémase  de | K. pneumoniae
classe D: OXA-48-LIKE
+AmpC

PG95 IMP(22) 10 18 00 06 06 00 06 06 00 06 Carbapénémase  de | K. pneumoniae
classe D: OXA-48-LIKE
+AmpC

PG101 | ERT(22) | 19 25 03 06 30 08 15 30 08 20 Carbapénémase  de | K. pneumoniae
classe D: OXA-48-LIKE

PG102 | IMP(22) 20 30 08 06 30 08 14 30 08 20 ampC + | K. pneumoniae
Carbapénemase de
classe B

PG111 | ERT(06) 15 19 04 06 06 00 06 06 00 20 imperméabilité K. pneumoniae

PG75 ERT(18) | 06 29 11 06 28 12 06 30 10 15 AmpC + | KES-C
Carbapénémase de
classe B+ Class D :OXA-
48-like

PG126 | ERT(06) | 16 16 00 06 10 06 06 06 00 06 Carbapénémase  de | KES-C
classe D: OXA-48-LIKE

PG146 | IMP(06) 18 18 00 06 13 08 06 11 05 10 Carbapénémase  de | KES-C

classe D: OXA-48-LIKE+
AmpC

Légende : EDTA : Ethyléne Diamine Tétra-Acetique, ATB : antibiotique, # : différence,

A.B : acide boronique, CLOX : cloxacilline, KES-C : Klebsiella-Enterobacter-Serratia-
Citrobacter.
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V. Détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMIs) chez les

BGN résistants a la colistine.

Les CMIs ont été déterminées pour les 90 souches vis-a-vis de la colistine, nous avons
retenus que les souches ayant des CMI > 4ug /ml. Les résultats obtenus sont montrés dans le
tableau XI.

Tableau XI: Résultats des CMIs vis-a-vis de la colistine.

Code Chromagar 2ug/ml 4pg/ml 8ug/ml 16pg/ml CMI Souche
PGO03 Bleu-violet + - - - 4pg/ml Enterobacter sp
PG15 Bleu-violet + - - - 4ug/ml Enterobacter sp
PG54 Bleu-violet + - - - 4pg/ml Enterobacter sp
PG59 Bleu-violet + - - - 4ug/ml Enterobacter sp
PG60 Bleu-violet + - - - 4pg/ml Enterobacter sp
PG87 Bleu-violet + - - - 4ug/ml Enterobacter sp
PG103 Bleu-violet + - - - 4pg/ml Enterobacter sp
PG28 Bleu-violet + - - - 4pg/ml K. pneumoniae
PG04 Bleu-violet + + - - 8ug/ml Enterobacter sp
PG20 Bleu-violet + + - - 8ug/ml Enterobacter sp
PG53 Bleu-violet + + - - 8ug/ml Enterobacter sp
PG56 Bleu-violet + + - - 8ug/ml Enterobacter sp
PG129 Bleu-violet + + - - 8ug/mi Enterobacter sp
PG13 Bleu-violet + + - - 8ug/ml K. oxytoca
PG55 Bleu-violet + + - - 8ug/ml K. pneumoniae
PG67 Bleu-violet + + - - 8ug/mi K. pneumoniae

D’apres les résultats obtenus, on note que 08 souches (7 Enterobacter sp, 1 K. pneumoniae) ont
des CMI égales a 4pug/ml, et 08 souches ont des CMI égales a 8ug/ml (1 souche K. oxytoca, 2 K.

pneumoniae, 5 Enterobacter sp).
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Discussion et conclusion

La résistance aux antibiotiques a été connu comme un émergents probleme mondial a
la fois dans la médecine humaine et vétérinaire et l'utilisation des antimicrobiens est considére
comme le facteur le plus important pour I'émergence, la sélection et la distribution des bactéries
résistantes aux antibiotiques (Winokur et al., 2001).

Les animaux sauvages peuvent acquérir la résistance aux antibiotiques de plusieurs
maniéres. Premiérement, plusieurs activités humaines (par exemple des exploitations agricoles,
parametres cliniques vétérinaires et humains ou les installations de traitement des eaux usées et
les décharges) peuvent entrainer des interactions avec la faune, qui peut avoir une association
directe avec les profils de résistance aux antibiotiques des bactéries intestinales des animaux
sauvages (Santos et al., 2013). Deuxiemement, les animaux sauvages peuvent étre un réservoir
des bactéries résistantes aux antibiotiques et des génes de résistance, au potentiel a longue
distance de diffusion dans I'environnement. Enfin, les populations d'animaux sauvages sont une
source possible des bactéries résistantes aux antibiotiques qui peuvent coloniser ou infecter le
bétail et les humains (Allen et al., 2010; Santos et al., 2013).

Des pigeons sauvages sont connus comme des réservoirs des microorganismes
pathogenes zoonotiques (Simpson, 2002). Des études ont montreé la prédominance des bactéries
résistantes aux antibiotiques a augmenté principalement dans des isolats de bactéries
pathogenes tels que les salmonelles (Parade et Threlfall, 2008). Les pigeons urbains sauvages
entrent en contact étroit avec des humains et des animaux, et ils peuvent contribuer a la diffusion

des agents infectieux incluant les bactéries résistantes aux antibiotiques.

Nos résultats ont montré qu’il existe un taux d’antibiorésistance considérable parmi les
souches isolées de matieres fécales de pigeons urbains. Des souches résistantes aux
antibiotiques trés utilisés en clinque (C3G, C4G, carbapénémes et vancomycine) ont été isolées,

méme si a priori, les pigeons n’ont pas regu de traitements antibiotiques.

Dans notre étude, nous avons isolé des souches d’entérocoques résistants a la
vancomycine, des souches d’entérobactéries productrices de BLSE/AmpC (E. coli, Raoultella
sp), des BGN producteurs de carbapénémases (E. coli, K. pneumoniae, Citrobacter sp,
Acinetobacter sp) et des souches d’Enterobacter sp, K. pneumoniae et K. oxytoca ont été
identifiées résistante a la colistine. Le taux de potage fécal de bactéries multirésistantes est de
31,5% (63/200).
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En Algérie, peu de travaux sont menés sur les entérocoques résistants a la
vancomycine. En utilisant les mots clés « Enterococcus vancomycin resistance algeria » dans
la base de données pubmed, 3 études seulement ont été rapportées (Aggoune et al., 2008 ;
Djahmi et al., 2012 ; Moissenet et al., 2015). Les ERV n’ont pas été rapportées chez les
animaux en Algérie. Durant cette étude, nous avons observé un taux de portage féecal de 9,5%
des souches d’entérocoques résistantes a la vancomycine. Nos résultats sont similaires a ceux
rapportés par Radhouani et al. 2010a ; Radhouani et al. 2010b dans le cas de mouettes et
buzzards en (Portugal) (prévalence de 9- 10.5%). Cependant, il est relativement élevé comparé
a d’autres études publi¢es. Oravcova et al. 2013 et Silva et al. 2011 ont rapporté dans leur
étude chez les corneilles et pigeon en Etats-Unis et aux Europe une prévalence de 1 et de 3%
respectivement. Les entérocoques sont des agents pathogenes nosocomiaux importants. La
résistance acquise principalement aux B-lactamines, glycopeptides et aux aminosides sont
signalés dans un nombre croissant d'isolats provenant d'animaux d’élevage (Aarestrup et al .,
2000; Novais et al., 2005), humains (Barreto et al., 2009) et de la faune (Bahirathan et al.,
1998 ; Poeta et al., 2005, 2007; Santos et al., 2013 ;Radhouani et al., 2010). Il est bien connu
que des especes d'enterocoque soient considérées un potentiel réservoir des génes de résistance
aux antibiotiques qui peuvent étre transférés horizontalement a d'autres bactéries, y compris les
especes pathogenes (Capita and Alonso-Calleja, 2013).

Plusieurs études rapportent la fréquence d’isolement des especes E. faecium et E.
faecalis résistantes a la vancomycine chez les animaux sauvages ( Santos et al., 2013), animaux
domestiques (Kuhn et al., 2003 ; Poeta et al., 2007 ; Moura et al., 2013) et échantillons de
nourriture (Gomes et al., 2008 ; Aslam et al., 2012 ; Klibi et al., 2013 ; Pesavento et al.,
2014).

La résistance acquise aux glycopeptides est médiée par divers mécanismes. En Europe,
vanA et vanB sont des génes les plus répandus chez les ERV. Le réservoir pour ces genes de
résistance chez I'nomme est E. faecium, la résistance a la vancomycine chez E. faecalis est rare
(Willems et al., 2005; 2007). 2% des isolats d’E. faecalis ayant une résistance acquise a la
vancomycine codée par le géne vanA ont éte detectés chez les pigeons dans une étude réalisée
en République Tcheque (2010). En République tcheque, les isolats de ERV chez les humaines
et animaux sont principalement identifiés chez E. faecium portant le géne vanA suivi par E.
faecalis portant le géne vanB (Kolar et al., 2002, 2005, 2006). Les données concernant les ERV
dans la faune sauvage sont limitées. En effet, les ERV ont été isolées chez des sangliers (Poeta
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et al., 2007), des lapins (Figueiredo et al., 2009) et busards (Radhouani et al., 2010) au
Portugal, avec des prévalences allant de 3 & 9%.

Les entérobactéries peuvent facilement diffuser dans les différents écosystémes par le
biais de la chaine alimentaire et de l'eau. L’émergence et la diffusion de la résistance chez les
entérobactéries représentent une sérieuse menace pour la santé publique (Santos et al., 2013).
Nos résultats ont montré qu’il existe un taux d’antibiorésistance considérable parmi les souches
isolées chez les pigeons. Les souches isolées étaient résistance aux C3G, C4G, carbapénémes

et/ou colistine.

Le mécanisme le plus fréquemment incriminé dans la résistance aux C3G étant la
production de B-lactamases de type BLSE. En Algérie, des études réalisées chez la volaille,
poissons et animaux de compagnie ont rapporté la présence des enzymes BLSE (Belmahdi et
al., 2016 ; Brahmi et al., 2015 ; Yousfi et al., 2016), cependant, ce mécanisme de résistance
chez les pigeons est encore inconnu. Durant cette étude, 7 souches sont retrouvées productrices
de BLSE (3,5% ; 7/200). Des résultats similaires ont été rapportés par Hasan et al. 2013 (5%)
dans leur étude chez les pigeons (Bangladesh). Dans I’étude de Bonnedahl et al., 2009
effectuée sur des Goélands leucophées sauvages en France, la prévalence de souches
productrices de BLSE était de 9,4%. Dans d'autres études chez les pigeons, la prévalence
des BLSE a été significativement plus élevée par rapport a nos résultats. Ainsi, les pigeons
urbains sauvages ont été étudiés au Brésil, et les BLSE ont été détectée dans 38% des souches
d’E. coli (Silva et al., 2009). Les auteurs concluent que les habitudes alimentaires des pigeons
et un contact étroit avec les humains dans les  zones  urbaines
pourraient les contaminés avec des bactéries cliniguement importantes ou des résidus
d’antibiotiques. En Algérie, plusieurs auteurs ont rapporté la dissémination des génes BLSE
(blactx-m, blashv-12, ...etc) et AmpC (blacmy, blapha,...etc) en milieu hospitalier et
extrahospitalier.

Touati et al., 2006 ont rapporté des souches cliniques d’E. coli productrices de CTX-M-
15 isolées de plusieurs hopitaux de Béjaia et Gharout et al., 2012 ont rapporté des souches d’E.
coli communautaires productrices de blaCMY-4 et/ou CTX-M-15 (Gharout et al., 2012 ;
Gharout et al., 2015). Brahmi et al., 2015 ont rapporté des souches d’E. coli productrices de
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CTX-M isolées du poisson. Les enzymes CTX-M-15 ont été récemment rapportées chez des

animaux de compagnie (Yousfi et al., 2016).

Concernant les carbapénemes, 20 souches (10%, 20/200) sont probablement
productrices de carbapénémase au cours de notre étude. Plusieurs études ont signalé la présence
des bactéries productrices de carbapénemases chez des animaux, les denrées alimentaires
d’origine animale et dans leur environnement (EFSA, 2013; Fischer et al., 2012, 2013.
Guerra, 2013; Poirel et al., 2011, 2012 ; Wang et al., 2012 ; Woodford et al., 2014; Zhang
et al., 2013). Les carbapénemases de type NDM-1 chez Salmonella Enterica a été publiée par

Fischer et al., 2013, chez les oiseaux sauvages.

Poirel et al., 2011,2012 ont rapporté des Acinetobacter baumannii exprimant des
carbapénémases OXA-23 isolés chez les bovins en France. En ce qui concerne la résistance aux
carbapénemes chez des entérobactéries isolées des animaux de compagnie, en Algérie, Yousfi
et al. 2016 ont rapporté la présence des enzymes OXA-48 et NDM-5. Ceux-ci indiquent que les
isolats producteurs de carbapénemases sont un probléme émergent et peut constituer une

menace grave pour la santé publique.

Dans notre étude, 16 souches (16/200, 8%) sont probablement résistantes a la colistine
avec des CMIs > 4 pg/ml. Bien que la résistance a la colistine a émergé et a connu une
augmentation progressive, un haut taux de résistance n'a pas €té observeé principalement parce
que ces mécanismes de la résistance a la colistine jusqu'a présent ont été souvent rapportés a
médiation chromosomique. En outre, la propagation de la résistance a la colistine a été
principalement rapportée via transmission de clones de résistant a la colistine (transmission
patient a patient) (Marchaim D et al., 2011). Les clones d'organismes résistant a la colistine se
sont répandus dans certains hopitaux, mais ont pas sérieusement affecté l'utilisation de
polymyxines. Ces génes de résistance ne sont généralement pas transmissibles entre les
bactéries et ainsi ne sont pas largement diffusées. (Giani T et al., 2015). Le rapport récent de
Liu et al. en Chine de la résistance plasmidique a la colistine découvert chez des souches d’ E.
coli provenant de porcs, poulet, viande et les humains (patients hospitalisés) avec une
prévalence aussi éleve que 28,0% (Liu Y-Y et al., 2015). Les chercheurs ont signalé que le qui
plasmide portant le mécanisme de résistance colistine (mcr-1) a été facilement passé entre les

souches d'E. coli, y compris des souches a potentiel épidémique connue, comme ST131. En
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outre, le plasmide peut étre transmis a des souches de K pneumoniae et Pseudomonas
aeruginosa. Les plasmides ont été assez stables, ce qui implique que méme en I'absence de
pression de sélection par la colistine, les plasmides seraient maintenus. 1l semble que le transfert
inévitable de la résistance plasmidique a la colistine va sérieusement limiter la durée de vie des
polymyxines comme antibiotique de derniers recours contre les acilles a Gram négatif
multirésistants (EMA, 2013). Un rapport récent a décrit la résistance a la colistine chez E coli
isolé du porc et un patient a Laos (Olaitan AO et al., 2015).

Les pigeons pourraient jouer un réle important dans la contamination fécale de sources
d'eau potable et les cultures agricoles entourant les zones urbaines et pourraient également
entrer en contact étroit avec des animaux domestiques, permettant le transfert direct des agents
infectieux, pourraient favoriser également la propagation horizontale des génes de résistance

aux antibiotiques (Butaye P et al., 2002 ; Haag-Wackernagelet et al., 2004).

L'utilisation elevée d'antibiotiques non seulement en médecine humaine, mais aussi en
médecine vétérinaire ou méme dans I'agriculture, pourrait constituer une pression sélective pour
la propagation des bactéries résistantes aux antibiotiques. Ceci est devenu une menace majeure
pour la santé humaine et animale dans le monde. Les animaux sauvages peuvent étre considérés
comme des contributeurs importants a la diffusion généralisée des génes de résistance aux
antibiotiques, et représentent un réservoir considérable des souches d’entérobactéries multi-
résistantes. La connaissance des origines de la résistance aux antibiotiques dans la faune
sauvage est importante pour la santé humaine en raison de I'importance croissante des maladies

zoonotiques ainsi, que pour la prédiction de 1’émergence des pathogenes résistants.

En perspectives, les résultats obtenus restent préliminaires et méritent d’étre approfondis et

complétés par :

v L’étude d’un grand nombre d’individus et différentes régions de Bejaia.

v L’étude d’un plus grand nombre de souches.

v’ Caractérisation moléculaire des génes impliqués dans la résistance et recherche d’un

lien clonal entre les souches humaines et celles isolées chez les pigeons.
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Annexes |

Composition des milieux de culture en g/l d’eau distillée

Gélose BEA (Bille Esculine Azide) (CONDA)

T PEONE .ot 17g
Peptone de pepsique de viande..........c.cooiiiiiiiiiiii e 3g
Extrait autolytique de IeVUIE ... e 5g
Bile de boeuf bactériologIqUe .....o.viveiitiii e 10g
Chlorure de SOAIUM. ... ...uii e e e e e e e S5¢g
ESCUIING .o e lg
Citrate ferrique ammoniacal ............coooiiiiiiii e 0,5¢g
AZIAE dE SOAIUIML. . oo oot e e e e e 0,159
Agar agar bacteriologiqUe ..........oviniii e, 13g

pH =7,1+0 ,2
Milieu M17 Agar

L1157/ 100 L= S 2,5¢
Peptone de pepsique de viande...........oouiiiiiiiiiiii e 2,59
Peptone papainique de SOJa........uiuuiieiinii e e 5g
Extrait autolytique de 1eVUre ...........ooiiiiii 2,59
Extrait de viande..........o.oiiniiiii e S5¢g
LaCtOSE ...t S5g
Glycérophosphate de sSOdiUM..........oiiuiiiii e 19¢
AQar bacteriologiqUe .......c.oeini i e 15g

SUIfate @SCOTDIGUE .. ...t e 0,5g



Gélose EMB (Eosine Méthyléne Blue) (CONDA)

PEIONE e 10 g

352 T 10 1] POt 10 g

Di potassium-hydrogéne phosphate.............c.oiiiiiiiiiii i 02 ¢g

MEthyIEne BIEU .....ene e 0, 0659

B OSINE Y oottt 0, 4g

N 15¢
pH: 7.1

Gélose Hektoen (CONDA)

Prot€OSE PEPLONE. .. ettt e e 12¢g
Extrait de IeVUure. ... ..o 3g
Chlorure de SOAIUM .......iieii e e et et eeenaaas 5¢g
Thiosulfate de SOAIUML. .......ccouiiiiiiiiiieiiee e eae e ees S5g
SIS DILHAIES. ..o .eeeee e 9¢g
Citrate de fer ammoniacal.............cooiiiiiii i 1.5g
SALICINE. ..t 2g
 3F2 ot 10 £ 12¢g
SACCRATOSE. ..ottt e 12¢g
Fuchsine acide. ... .....o.oiuiieiiii 0.04¢g
Bleu de bromothymol...... ... 0.065¢g
N l4g

pH: 7.5

Composition de Milieu Mac Conkey Agar (CONDA)

Peptone de CasCIne. .........ovuiiii i e e 17¢g
Peptone de VIANde..........c.ouiieit i e 03g
57 o7 11 PP 10g
Meélange de sels bIliaires. ... ...ooviiiiii e I5¢
Chlorure de SOdIUML. ..ottt e 03g

ROUZE NEULTE. . ..o e, 0,03 g



Cristal VIOICT. ...t e 0,001 g

pH:7
Gélose Mueller Hinton (CONDA)
Infusionde viande de beeuf ... ..o 30g
Peptone de CasCine..........oouiiiiiiii i 17,5¢
AMIAON. .. e 1, 5¢g
N . 17g
pH: 74
Milieu de Citrate de Simmons :
Phosphate d’ammonitum ............oouiiiiiiiiii e g
Phosphate DIpOtassSiQUE ........ouerintiet ettt ettt et et et e e e e lg
Chlorure de SOAIUML. ...t e 5¢
Citrate de SOQIUIM. ... ..t e e 5¢g
Sulfate de MagNESIUML. ... .....oititii e eiee et aeaas 0, 20g
Bleu de Bromothymol...........cooiiiiiiiii e 0, 08g
N ) P 18¢g
pH: 6,9
Milieu TSI (Tree Sugar and lon):
Extrait de viande de Doeuf........ ... 3g
EXtrait de IeVUIe. ....o.oii i e 3g
PP oM. ..o e 20g
Chlorure de SOdIUML. ....uvieiei e O
LT3 11 150 8 0| <SPS 0,3g
Thiosulfate de sodium........ ..ot e 0,3g
57 107 101 O 10g
GIUCOSE. ettt e lg

SACCRATOSE. . .ttt 10g



Bouillon nitraté :

Infusion de Coeur Cervelle .....ovineinii e 25¢g

Nitrate de SOAIUML. .....eii i e e e e e e e eee e 10g

Bouillon nutritif :

Peptone. ... 10g

Chlorure de SOAIUM ......uiietii e e et eane e S5g

EXtrait de VIande. ... ...oouiiuiiii e Sg
pH: 7,2

Milieu urée- indole :

Phosphate monopotassique (KH2PO4)........ooiiiiiiii e lg
Phosphate bipotassique (K2 HPO4).......ooiiiiii e g
Chlorure de SOQIUM .. ..ueuie e 5g
ALCO0I A 05 10ml
LAy ptopRane. .. ..ot e 39
O =T OSSO 209
RoUQE d PENOT A 190.......ccueeiiieiiceee et 0,025¢
pH : 6,7

Bouillon Clark et Lubs :

PePIOne. ..o e 5¢g
GIUCOSE. . ettt e s 6g



Hydrogenophosphate de potassium............coouiiiiiiiiiiiiii e S5¢g

pH: 75

Bouillon de Roth :

Peptone de CasCine.........c.ovuiiiiiii e 20g

Extrait de viande..........o.oiiiiiiiii e 1,5¢
GIUCOSE ...t e 04g
Chlorure de SOAIUM ......c.oieiiti e e, 04g
Phosphate dipotasSiqQUe .......oueiieiiit it eree e e 2,7¢g
Phosphate MmOonopOtasSIQUE. ......ouuteetitt ittt e e 2,7g
AZIAE U SOIUML. ...\ttt e e 0,2¢g

pH : 6,9+0,1

Composition des reactifs utilisés

NRI :

Acide sulfanilique..........coooiiiiiii 22 0, 8

Acide acetique SN. ...t e 100m1

NRII :
DImEthylamine. . .......cccoovuiiiiiiiiiieeee e 0, 6ml
ACIAe aCCtIQUE SN .. . e 100ml

Réactif de Kovacs :

p-dimétylaminebenzaldéhyde.................coooiiiiiii e, L0Om
AcidechloridriqUe. ... ...ove i e 50ml
Alcool amMYlIQUE. ...t e 150ml
Réactifs de Voges-Proskaurer (VPI-VPII) :



VPI:

OENAPNTOL. .. 69
N ot Lo = TR [ RSOSSN 100 ml
VPII:

NaOH 4N

Rouge de méthyle (RM) :
Rouge de méthyle..........ooiiiii 0,5¢g
Alcool thylique a60%0 ... 100ml
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Coloration de Gram

Realisation du frottis
e Déposer une goutte d’eau distille sur une lame
e Prélever les bactéries a partir des boites de pétri.
e Emulsionner le prélévement dans la goutte d’eau et étaler sur la lame

e Fixer a lachaleur : passer la lame 3 fois dans la flamme de bec bunsen ensuit laisser la
lame refroidir

La coloration du frottis

o Déposer quelques gouttes de solution de violet de gentiane sur le frottis fixeé, et laisser
agir Imin puis jeter I’exces ;

e Déposer quelques gouttes de lugol, en contact quelques secondes ;

e Décolorer a I’éthanol jusqu’a ce que le violet ne s’écoule plus du frottis (5a 10
second) ;

e Rincer a I’eau rapidement ;

e Contre-colorer en déposant la fuchsine diluée pendant 1 min ;

e Rincer a I’cau et sécher la lame

e Déposer une goutte de I’huile a immersion ;



e Observer au microscope a I’objectif x100.

A ’observation, les bactéries a Gram positifs gardent leur coloration violet (violet de
gentiane) apres une décoloration par I’alcool. Par contre, les bactéries a Gram négatifs sont

décolorées par I’alcool et seront teintées par la fuschine elles apparaitront rose.
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Tableau I : Résultat d’identification des souches productrices de BLSE par la galerie biochimique

Code | Espéce NIT GLU | SACCH | LAC | H2S | GAZ | CS | VP | RM | URE | IND | EPEI
PG 50| E .coli + + + + - + - |- |+ - + +
PG 54| E .coli + + + + - + - |- |+ - + +
PG55 | E .coli + + + + - + - |- |+ - + +
PG56 | E .coli + + + + - + - |- |+ - + +
PG57 | E .coli + + + + - + - |- |+ -- + +
PG68 | E. coli + + + + - + - |- |+ - + +
PG67 | Raoultella | + + + + - + + |+ |- - + +

Sp.




Tableau Il : Résultat d’identification des souches productrices de carbapénémase par la galerie biochimique classique

Code Espéce NIT |GLU [SACCH |LAC |H2S |GAZ |CS |VP |[RM |URE |IND | EPEI
PG 47 Citrobacter | + + + + - + - |- |- - - NT
Sp
PG49 Acinetobacter | -~ - - - - - pal Bl - - NT
PG53 SEp coli + + + + -- + - |- 1+ -- + +
PG54 E. coli + + + + -- + - |- T+ -- + ¥
PG55 E. coli + + + + -- + - |- T+ -- + ¥
PG56 E. coli + + + + - + - |- |+ — + +
PG59 E. coli + + + + - + - |- |+ — + +
PG61 E. coli + + + + - + - |- |+ - + +
PG 62 E. coli + + + + - + - |- |+ -- + +
PGT72 + + + + -- + - - |+ -~ + +
PG85 E. coli + + + + -- + - | |+ -- + +
PG87 E. coli + + + + - + o+ -- + +




PG99

E. coli

PG107

E. coli

PG108

E. coli

PG134

E. coli

PG58

K.
pneumoniae

NT

PG95

K.
pneumoniae

NT

PG101

K.
pneumoniae

NT

PG102

K.
pneumoniae

NT

PG111

K.
pneumoniae

NT

PG75

KES-C

+/

NT

PG126

KES-C

+/~

NT

PG146

KES-C

+/

NT




Tableau 111 : Résultat d’identification des souches résistantes a la colistine par la galerie biochimique

code Espece Chromagar GLU SACCH LAC H2S GAZ URE IND
PGO3 Enterobacter sp Bleu-violet + + + -- + -- -
PG04 Enterobacter sp Bleu-violet + + + -- + -- -
PG15 Enterobacter sp Bleu-violet + + + -- + -- -
PG20 Enterobacter sp Bleu-violet + + + -- + -- -
PG53 Enterobacter sp Bleu-violet + + + -- + -- -
PG54 Enterobacter sp Bleu-violet + + + -- + -- -
PG56 Enterobacter sp Bleu-violet + + + -- + -- -
PG59 Enterobacter sp Bleu-violet + + + -- + -- -
PG60 Enterobacter sp Bleu-violet + + + -- + -- -
PG87 Enterobacter sp Bleu-violet + + + -- + -- -
PG103 Enterobacter sp Bleu-violet + + + - + - -




PG129

Enterobacter sp

Bleu-violet

PG28

K. pneumoniae

Bleu-violet

PG55

K. pneumoniae

Bleu-violet

PG67

K. pneumoniae

Bleu-violet

PG13

K. oxytoca

Bleu-violet




Tableau IV: Caractéristiques des souches isolées sur gélose BEA.

PG 54 + NT - + + 22(S) NT
PG 62 + + - + + 24(S) NT
PG 145 + NT - + - 24(S) NT
PG 50 + + - + + 25(S) NT
PG 56 + + - + + 25(S) NT
PG 59 + + - + + 25(S) NT
PG 67 + + - + + 25(S) NT
PG 77 + + - + + 25(S) NT
PG 17 + NT - + + 30(S) NT
PG 58 + + - + + 30(S) NT
PG 64 + + - + + 30(S) NT
PG 73 + + - + + 30(S) NT
PG 76 + + - + + 30(S) NT
PG 78 + + - + NT 30(S) NT
PG 149 + + - + - 30(S) NT
PGO02 + NT + NT NT NT NT
PGO05 + NT + NT NT NT NT
PG 07 + NT + NT NT NT NT
PG 08 + NT + NT NT NT NT
PG 09 + NT + NT NT NT NT
PG 10 + NT + NT NT NT NT
PG 11 + NT + NT NT NT NT
PG 12 + NT + NT NT NT NT
PG 22 + NT + NT NT NT NT
PG 25 + NT + NT NT NT NT
PG 26 + NT + NT NT NT NT
PG 27 + NT + NT NT NT NT
PG 28 + NT + NT NT NT NT




PG 33 + NT + NT NT NT NT
PG 36 + NT + NT NT NT NT
PG 37 + NT + NT NT NT NT
PG 42 + NT + NT NT NT NT
PG 43 + NT + NT NT NT NT
PG 44 + NT + NT NT NT NT
PG 51 + NT + NT NT NT NT
PG 52 + NT + NT NT NT NT
PG 55 + NT + NT NT NT NT
PG 70 + NT + NT NT NT NT
PG 72 + NT + NT NT NT NT
PG 85 + NT + NT NT NT NT
PG 99 + NT + NT NT NT NT
PG 112 + NT + NT NT NT NT
PG 129 + NT + NT NT NT NT
PG 142 + NT + NT NT NT NT
PG 143 + NT + NT NT NT NT
PG 144 + NT + NT NT NT NT
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Tableau IV : des antibiotiques testées et les diamétres des d’inhibition édités par le CFA-SFM,
2013 et CASFM-EUCAST, 2016.

Famille Antibiotique Abréviation Charge (ng) | Marque Diamétre
critiques
S R
B-lactamines | Amoxicilline AMC HEMIDIA® |>16 |<16
+acide 30
clavulanique
B-lactamines | Céftazidime CAZ 30 HEMIDIA® |>22 |<19
B-lactamines | Céfotaxime CTX 30 HEMIDIA® | >20 |<17
B-lactamines | Céfoxitine FOX 30 HEMIDIA® |>19 |<19
B-lactamines | Céfépime FEP 30 Bio-Rad >24 | <21
B-lactamines | Imipéneme IMP 10 HEMIDIA® |>22 |<16
B-lactamines | Ertapéneme ERT 10 BIO-Rad >25 | <22
OXOID
B-lactamines | Méropéneme MEM 10 OXOID >22 | <16
B-lactamines | Témocilline TEM 10 B1O-Rad >20 | <11
Glycopeptides | Vancomycine VAN 30 Bio-analyse | >17 _
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Tableau V : Résultats de tests de sensibilité aux antibiotiques des souches productrices de

carbapénemase.
Code Souche Diamétre de zone d’inhibition
(mm)
ERT IMP MEM
PG 47 Citrobacter sp NT 06 22
PG49 Acinetobacter sp NT 06 20
PG53 E. coli NT 19 25
PG54 E. coli 19 NT 25
PG55 E. coli 19 NT 23
PG56 E. coli NT 20 25
PG59 E. coli 13 NT 06
PG61 E. coli NT 06 10
PG 62 E. coli 06 NT 06
PG72 E. coli NT 20 25
PG85 E. coli 22 NT 30
PG87 E. coli 25 NT 30
PG99 E. coli 24 NT 25




PG107 E. coli 24 NT 25
PG108 E. coli NT 20 25
PG134 E. coli 24 NT 24
PG58 K. pneumoniae NT 20 25
PG95 K. pneumoniae NT 20 25
PG101 K. pneumoniae 22 NT 22
PG102 K. pneumoniae NT 22 25
PG111 K. pneumoniae 06 NT 06
PG75 KES-C 18 NT 20
PG126 KES-C 06 NT 06
PG146 KES-C NT 06 10
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Tableau VI : résultats du test de Hodge

ICode

Test Hodge modifié

PG 47

+

PG49

+

PG53

+

PG54

PG55

PG56

PG59

PG61

PG 62

PG72

PG85

PG87

+/-

PG99

+/-

PG107

+-

PG108

+-

PG134

PG58

PG95

PG101

+/-

PG102

+/-

PG111

PG75

+-

PG126

PG146

Légende : (+) : Positif, (+/-) : Plus au moins positif
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Résumé

L’objectif de cette étude était I’isolement et I’identification de bactéries multi-résistantes aux antibiotiques:
entérobactéries productrices de BLSE, carbapénemases, résistantes a colistine et des Entérocoques résistants a la
vancomycine, a partir de prélevements de matieres fécales des pigeons. Un total de 200 échantillons a été
effectué au niveau de différentes régions de la wilaya de Bejaia. Aprés isolement et identification, la sensibilité
des souches aux antibiotiques a été déterminée par la méthode de diffusion sur gélose Mueller Hinton. Les
phénotypes de résistance aux B-lactamines ont été déterminés par ’utilisation de tests phénotypiques incluant le
DD-test, test de Hodge, Carba NP test modifié et le test aux inhibiteurs, CMI a la colistine pour les
entérobactéries et un ensemble de tests a été effectué pour caractériser les souches d’entérocoques résistantes a la
vancomycine.

Au total 30 souches résistantes aux B-lactamines ont été sélectionnées et un taux de potage fécal est de
15% (30/200). La caractérisation phénotypique a montré que 7 souches étaient productrices de BLSE, une
souche de Raoultella sp était productrice d’AmpC plasmidique, 2 souches étaient résistantes aux C3G par
hypeproduction d’AmpC chromosomique et 20 souches (14.63%) produisaient probablement des
carbapénémases. Seize souches d’entérobactéries ayant des CMIs > 4ug/ml a la colistine ont été isolées. Les
résultats ont montré la présence de 19 souches d’entérocoques résistantes a la vancomycine.

A notre connaissance, ceci est le premier rapport de souches mutlirésistantes aux antibiotiques isolées

de pigeons en Algérie.
Mots-clés : pigeon, enrérobacteries, enterocoques, résistance aux antibiotiques, Algérie.

Abstract

The objective of this study was isolation and identification of multi-resistant bacteria: ESBL, AmpC and
carbapenemases producing Enterobacteriaceae, Enterobacteriaceae colistin resistant and vancomycin resistant
enterococci, from samples of stool pigeons. 200 samples were performed at different regions of Bejaia. After
isolation and identification, susceptibility of strains to antibiotics was determined by the diffusion method on
Mueller Hinton agar. 3-lactam resistance phenotypes were determined by using phenotypic tests including the
DD-test, Hodge test, Carba NP test modified and inhibitors test. Colistin susceptibility (MICs) for
Enterobacteriaceae were performed. A set of tests were conducted to characterize vancomycin resistant
enterococci. Thirty Enterobacteria strains resistant to f-lactam antibiotics have been selected and a fecal rate is
15% (30/200). Phenotypic characterization showed that 7 strains were ESBL producing, one strain of Raoultella
sp was producing plasmid AmpC, 2 strains were resistant to 3GC by hypeproduction of the chromosomal AmpC
and 20 strains (14.63%) probably produced carbapenemases. Sixteen Enterobacteriaceae strains with colistin
MICs > 4ug/ml were isolated. The results showed the presence of 19 vancomycin resistant enterococci.
To our knowledge, this is the first report of multiresistant Enterobacteriaceae isolated from pigeons in Algeria.

Key words: pigeon, Enterobacteria, vancomycin resistant enterococci, antibiotic resistance, Algeria.



