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Introduction

L’¢re des antibiotiques est marquée par 1’avenement de la pénicilline G en 1928,
isolée chez Penicillium notatum par Alexander Fleming. Cet événement prodigieux a
boulevers¢ 1’humanité et a révolutionné le monde, peu de temps aprés de nombreuses
molécules ont submergé le domaine médical ce qui a permis de réduire rigoureusement le
taux de mortalité infectieuse (Elhani, 2011). Cependant, 1’antibiothérapie a connu une
utilisation massive durant la deuxiéme moitié du XX° siécle, ce qui a accéléré 1’apparition de
la résistance aux antibiotiques, et parfois I’utilisation excessive et démesurée des biocides
industriels chimiquement proches aux antibiotiques agissent sur ’apparition de nouvelles
résistances en exercant une pression sélective sur les bactéries qui sont exposées a ces
substances chimiques (Hawkey, 2008). La résistance progressive a I’égard de divers
molécules d’antibiotiques constitue un obstacle dont le monde s’offusque dans sa lutte contre
les microorganismes ; réellement ce phénomeéne existait bien avant 1’utilisation des
antibiotiques. Les genes de résistances peuvent étre transmis verticalement au sein de la
méme espéce ou par le mécanisme de transfert entre les bactéries des especes distinctes
(Elhani, 2011).

Les B-lactamines constituent la famille d'antibiotiques la plus importante, aussi bien
par le nombre et la diversité des molécules utilisables que par leurs indications en
thérapeutique et en prophylaxie des infections bactériennes. Cette famille est caractérisée par
la présence constante du cycle B-lactame (azetidin-2-one) associé a des cycles et des chaines
latérales variables qui expliquent les propriétes pharmacocinétiques et le spectre d'activité des
différents produits. La grande variété de leurs modes dadministration, leur large spectre
d'activité antibactérien associé a une action bactéricide, une bonne diffusion tissulaire, une
bonne tolérance et un faible nombre d'interactions médicamenteuses expliquent leur
popularité et I'importance de leur utilisation, seules ou en associations (Cavallo et al., 2004).
Elles regroupent : les pénicillines, les céphalosporines, les carbapénémes et les inhibiteurs des

B-lactamases (figure 1).
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Figure 1: Structure chimique des molécules de la famille des B-lactamines (Ruppé, 2010).

Elles sont utilisées couramment en clinique ce qui a favorisé les bactéries sensibles soumises
a leur action au fil du temps a acquérir des mécanismes de résistance envers ces molécules.
Cette résistance est liée a une imperméabilité, a un efflux de D’antibiotique, a des
modifications des protéines liant la pénicilline (PLP) ou a la production d’enzymes
inactivatrices appelées B-lactamases (Ruppé et al., 2015).

Les B-lactamases de classe A appartiennent au groupe fonctionnel 2, correspondant
aux pénicillinases et aux B-lactamases chromosomiques ou plasmidiques sensibles a l'acide
clavulanique incluant le sous-groupe 2be B-lactamase a spectre étendu (BLSE) et le sous-
groupe 2f (carbapénémases a serine) (Bush et al., 2013). Les premiéres B-lactamases décrites
chez les bactéries a Gram négatif sont de types TEM-1, TEM-2 et SHV-1 caractérisées par
leur capacité a hydrolyser les pénicillines et les céphalosporines de premiere génération
(C1G) (Sibhghatulla et al., 2015). Ces enzymes étaient prédominantes au cours des années
1980 et 1990 (Canton et al., 2012). Les enzymes CTX-Ms sont des céfotaximases acquises, a
médiation plasmidique, issues d'une lignée phylogénétique distincte des BLSE de type TEM
et SHV (40% homologie) (Canton et al. 2012). Les analyses génétiques ont montré que les
souches progénitrices des génes blaCTX-M appartiennent au genre Kluyvera, une

entérobactéric d’isolement trés rare en bactériologie médicale. Ces microorganismes
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producteurs de BLSE sont isolés des infections nosocomiales, mais également des infections
communautaires (Jobayer et al., 2017).

Les BLSE conferent la résistance aux pénicillines, aux C1G, C2G, C3G et I’aztréonam
mais elles ne disposent d’aucune activit¢é hydrolytique sur les carbapénémes et les
céphamycines. Elles sont inhibées par les inhibiteurs de B-lactamases tels que I'acide
clavulanique, sulbactam et tazobactam (Bush et Jacoby, 2010).

Les carbapénemes sont utilisés dans le traitement des infections dues a des bactéries
productrices de BLSE comme antibiotique alternative (Grall, 2011). Ce sont des antibiotiques
de la famille des B-lactamines tels que I’imipénéme, le méropénéme, 1’ertapénéme et le
doripénéme qui agissent sur la majorit¢ des bacilles a Gram négatif, I’ertapénéme en
particulier n’agit que sur les entérobactéries. Elles visent exceptionnellement les PLP1a, PLP1p
et les PLP2 (Wolff et al., 2009). Elles sont reputées pour leur excellente activité du fait
qu’elles sont stables vis-a-vis de la plupart des B-lactamases naturelles ou acquises et pour
leur capacité de pénétrer aisément a travers la paroi externe des bacilles a Gram négatif. Leur
usage est strictement hospitalier et dédié¢ aux traitements d’infections séveéres (Nordmann et
Carrer, 2010).

L’émergence de la résistance aux carbapénémes chez les entérobactéries met en péril
la santé humaine, elle représente une menace pour 1’efficacité de ces antibiotiques (Nuesch-
Inderbinen et al., 2013). Ce type de résistance a diffusé dans le monde ces dernieres années et
les métallo-B-lactamines de type VIM et NDM sont considérés comme les enzymes les plus
efficaces pour I’hydrolyse des carbapénémes. Sachant que les plasmides codants pour la
résistance aux carbapénémes portent souvent des caractéristiques de la résistance a d'autres
classes d’antibiotiques comme les aminosides et les fluoroquinolones, cella favorise

considérablement la multirésistance aux antibiotiques (Ruppé et al., 2015).

Deux mécanismes impliquant les B-lactamases sont connus dans la contribution a la
résistance aux carbapénémes. Le premier a été observé il y a plus de vingt ans chez
Enterobacter spp, qui consiste en la production d’une céphalosporinase chromosomique ou
plasmidique ou d’une BLSE associée a une imperméabilité. L’expression de carbapénémases,
B-lactamases a forte activité hydrolytique vis-a-vis des carbapénemes constitue un second
mécanisme qui survient souvent chez les souches multirésistantes et exerce une activité chez
toutes les B-lactamines (Nordmann et Carrer, 2010).

Les carbapénemases appartiennent a 3 classes (A, B et D) selon la classification

d’Ambler. Les carbapénémases de la classe A sont caractérisees par une activité hydrolytique
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inhibée par 1’acide clavulanique. Ce sont des enzymes rapportées fréquemment dans des
souches d’entérobactéries, les carbapénémase de types NmcA, Sme-1, Sme-2/Sme-3, IMI-
1/IMI1-2, ou SFC-1 sont les plus souvent décrites chez Serratia, et Enterobacter, et sont
exprimées par des génes chromosomiques ou plasmidiques ; d’autres de type GES (GES-4,
GES-5 et GES-6) dont la structure ne se distingue que peu de BLSE GES-1 hydrolysent
faiblement les carbapénemes. Par contre, les carbapénemases du type KPC sont les plus
redoutables en cliniques vue leur capacité a dégrader toutes les PB-lactamines. Elles sont
apparues la premiére fois chez K. pneumoniae en 1996, aux Etats-Unis (Caroline du Nord) ;
I’acide clavulanique et le tazobactam peuvent inhiber proportionnellement leur activité
(Nordmann et Carrer, 2010) par contre elles sont totalement inhibées par 1’acide boronique
(Pitout, 2015).
Les métallo-B-lactamases (MPLs) sont des métallo-enzymes qui contiennent des ions zinc
dans leur site actif, elles font partie de la classe B d’Ambler. Les B-lactamases de type IMP et
VIM, GIM-1, KHM-1 et NDM-1 ont été isolées chez des souches dans le monde entier et sont
capables d’hydrolyser toutes les B-lactamases excepté 1’aztreonam. Leur activité n’est inhibée
ni par ’acide clavulanique ni par le tazobactam (Nordmann et Carrer, 2010) mais par
I’EDTA, qui chélate les ions zinc présents au niveau du site actif (Daikos et al, 2009).
L'acquisition de genes codant pour les carbapénémases demeure le mécanisme de résistance le
plus commun chez les bacilles & Gram négatif non fermentaires (BGN-NF) telles les MBLs de
P. aeruginosa ou les genes les plus fréquemment rapportés sont VIM, IMP, GIM et SPM
(Rodriguez-Martinez et al., 2009). VIM-2 est la métallo-f-lactamase dominante en Afrique du
Nord ainsi que partout dans le monde (Toumi et al., 2018). Les variants VIM-2 et VIM-19 ont
été respectivement identifiés chez des souches de P. aeruginosa et d’entérobactéries (Baba-
Ahmed et al., 2014), mais la modification de la protéine de membrane externe OprD reste le
mécanisme de résistance a ’imipénéme le plus fréquemment retrouvé chez P. aeruginosa
(Nordmann, 2010).

Les carbapénemases décrites chez les entérobactéries, OXA-48 et dérivés, de la classe
D d’Ambler hydrolysent les carbapénémes et n’ont par contre aucun effet sur les
céphalosporines de troisiéme génération, 1’acide clavulanique est incapable d’inhiber
I’activité hydrolytique de cette classe de B-lactamases (Djahmi et al., 2014); 1’association
d’OXA-48 avec une BLSE chez une souche bactérienne lui confere une multirésistance
(Carrér et al., 2010) mais I’expression d’OXA-48 uniquement n’aboutit qu’a une légere

réduction de la sensibilité aux carbapénemes (Aktas et al., 2008). Le réservoir naturel de ce
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géne bla oxa-4s a été identifié; il s’agit de Shewanella sp, ce qui suggere le transfert de ce géne
de résistance en milieu aqueux (Nordmann et Carrer, 2010).

Chez Acinetobacter, le mécanisme le plus répandu de résistance aux carbapénémes est
I’expression de geénes de type OXA, comprenant principalement les génes acquis de type
blaoxa-23, blaoxa-24 et blaoxa-ss. Les génes de type blaoxa-ss et de type blaoxa-24 sont beaucoup
moins détectés que ceux de type blaoxa-23 (Kuo et al., 2018). L’OXA-51-like avait disséminé
dans des isolats d'Acinetobacter. En outre, la détection du géne blaoxa-s1 a été utilisée en tant
que méthode d'identification de A. baumannii (Lee et al., 2019).

L’apparition de résistances a la plupart des antibiotiques a incité les cliniciens a avoir
recours a la colistine dans le traitement des infections dues aux BGN multirésistants bien que
cet antibiotique a été délaissé et réservé uniquement a la médecine vétérinaire pour sa faible
diffusion tissulaire et son effet néphrotoxique et neurotoxique. Cependant, il est utilisé comme
antibiotique de dernier recours (Aghapour et al., 2019).

La colistine connue sous le nom de polymyxine E (Figure 2) a été isolée chez
Paenibacillus polymyxa subsp.colistinusen 1947, cependant, 1’émergence d’isolats qui lui sont

résistants a été aussi tot rapportée au cours de ces dernieres années (Aghapour et al., 2019).
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Figure 2: Structure de la polymyxine E (Dortet et al., 2016).

Certaines especes de BGN sont inconstamment sensibles comme Enterobacter spp,
Stenotrophomonas maltophilia ou Achromobacter xylosoxidans. D’autres espéces sont
naturellement résistantes a la colistine dont Proteus spp, Morganella morganii, Providencia
spp, Serratiamarcescens, Burkholderia cepacia, Chromobacterium spp, Edwardsiella spp,
Brucella, Legionella, Campylobacter spp., Vibrio cholerae (Cannetelli et al., 2013).
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Les polymyxines ont comme cible la membrane externe de la paroi des BGN dont le
composant essentiel est le lipopolysaccharide (LPS). Une interaction électrostatique entre les
résidus acide a,y- diaminobutyrique (Dab) chargés positivement des polymyxines et les
groupements phosphates chargés négativement du lipide A du LPS entraine un déplacement
des ions divalents (Mg?* et Ca?") et ainsi une déstabilisation du LPS. L’extrémité hydrophobe
des polymyxines interagit alors avec le LPS permettant ainsi leur insertion dans la membrane
externe. Ceci entraine une augmentation de la perméabilit¢ membranaire et une fuite du
contenu intracellulaire conduisant a la lyse bactérienne et a la mort cellulaire (Aghapour et al.,
2019). Une fois a I’intérieur de la membrane interne, les polymyxines inhibent 1’activité d’une
enzyme respiratoire, la NADH-quinone oxydoréductase (NDH-2), ce qui constitue un

deuxiéme mécanisme conduisant a la mort cellulaire (Dortet et al, 2016).

Plusieurs mécanismes de résistance sont révélés dans des études antécédentes ; la
manifestation de la résistance naturelle intrinseque a la colistine peut étre due a la
modification des LPSs par substitution cationique chez certaines souches telles que Proteus
mirabilis, Providencia, Morganella et Serratia marcescens. L’activation constitutive de
I’expression de I’opéron pmrHFIJKLM et du gene eptB permet 1’ajout de groupements
cationiques le phosphoéthanolamine et/ou 4-amino-4-deoxy-L-arabinose sur le lipide A, ce
qui réduit P’affinité¢ de I’antibiotique au LPS bactérien. Par contre, I’hétérorésistance a la
colistine chez Enterobacter cloacae et Enterobacter asburiae est due a I’hyperexpression du
systéme d’efflux acrAB-tolC induite par I’hyperexpression du régulateur transcriptionnel
soxRS (Aghapour et al., 2019). Cependant, des génes de résistance plasmidiques a la colistine,
(mcr-1 et mcr-2) ont été détectés dans plusieurs régions du monde, chez de nombreuses
especes d’entérobactéries isolées surtout chez I’animal mais plus rarement chez ’homme

(Dortet et al, 2016).

La multirésistance dans les isolats cliniques est devenue un grave probleme di a une
diminution progressive du nombre d'antibiotiques qui sont efficaces pour le traitement des
infections humaines. Il a été suggéré qu'il existait un lien entre la résistance aux antibiotiques
d'origine animale, la résistance aux antibiotiques des isolats cliniques et la santé de la
communauté. Cette question reste toutefois controversée car 1’écologie de la résistance aux

antibiotiques et des genes de virulence dans 1’environnement n’est pas bien comprise.
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Matériel et méthodes

I. Objectif et présentation de I’étude

Notre travail est réalisé dans I’objectif d’étudier la résistance aux antibiotiques

notamment la résistance aux carbapénémes ainsi qu’a la colistine chez les bacilles a Gram

négatif dans le milieu communautaire. Cette étude est étalée sur une période allant de

décembre 2018 au Juin 2019, le travail expérimental est effectué au niveau de deux

laboratoires, celui de la microbiologie de la Faculté Science de la Nature et de la Vie de

I’Université Abderrahmane Mira et laboratoire communal d’hygiéne de Bejaia.

I1. Collection des échantillons

Les prélevements effectués sont rapportés dans le tableau I.

Tableau N° I. : Répartition des echantillons par région, restauration et date de préléevement.

Nombre
) . Date de |Nombre de
Wilaya Région
prélévement d’échantillons restaurant
Alger Bir Touta 05-05-2019 31 1
25-12-2018 55
2
. Amoucha
Sétif 5
05-03-2019
300 logements | 28-02-2019 6 1
12-05-2019 19 1
Bejaia Kherrata
Porte Sarasine 28-04-2019 20 1

IVV. Recherche de bacilles a Gram négatif résistants aux carbapéenemes.

1VV.1. Enrichissement.

Un bouillon d’enrichissement (BHIB/BN ou TSB) additionné de méropéneme a raison

de 1ug/ml pour sélectionner les bacilles a Gram négatif résistants aux carbapénemes et de
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vancomycine avec une concentration finale de 64ug/ml pour éliminer les bactéries a Gram
positif.

L’enrichissement est effectué en ajoutant 400ul de bouillon pré-enrichissement
(BHIB/BN/TSB) dans 1600ul du bouillon d’enrichissement additionné de méropénéme et de
vancomycine. L’incubation est effectuée a 37C° pour 24h. La procédure est similaire pour les
deux flores interne et externe.

IV.2. Isolement et purification des souches.

L’isolement des bacilles a Gram négatif est réalisé en ensemengant 50ul du bouillon
d’enrichissement sur la gélose Mc Conkey additionnée de méropénéme a lug/ml et de
vancomycine a 64pg/ml. Les boites sont incubés a 37°C/24h. Au terme de la période
d’incubation, les colonies ont fait 1’objet d’une purification jusqu'a obtention d’une culture
bactérienne pure.

V. Recherche de bacilles a Gram négatif producteurs de carbapénémase.
V.1. Méthode de CIM (Carbapenem Inactivation Method).

Le test CIM est un test de dépistage phénotypique de production des carbapénémases
chez les bactéries a Gram négatif. Ce test est considéré comme étant positif lorsque la zone
autour des disques d’antibiotique méropéneéme (10 pg) est inférieure ou égale a 18 mm selon
les recommandations de CA-SFM/EUCAST, 2019.

Les étapes sont résumées comme suit (Figure 03) (Van der Zwaluw et al., 2015) :
Une suspension bactérienne est réalisée en dissociant une ose bactérienne de 03 souches(un
témoin positif K.pneumoniae KPC-3, un témoin négatif E.coli ATCC 25922 sensible aux
antibiotiques et la souche a tester) dans des eppendorfs stériles contenant 500ul d’eau
physiologique stérile. Ensuite, un disque de méropénéme est introduit dans chaque suspension
et homogénéisées a 1’aide d’un vortex, puis les tubes sont incubés 2 a 3 heures a 37C°. Apres
incubation, les disque sont retirés des suspensions a 1’aide d’une anse de platine stérile et
placés sur une boite de gélose MH préalablement inoculée avec une souche bactérienne E.

coli sensible a tous les antibiotiques. L’incubation est effectuée a 37C°/ 24h.

1
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- Incubation
::’("‘;Pi"“"ﬁ Introduction du disque'de Placer les disques de méropénéeme
actérienne dans . RS N B . » . » o
I'eau physiologique meropeéneme a 10 pg 23 3h/37°C préalablement inoculé par E coli ATCC 25922
1l

karbapénémase positive

Carbapénémase négative

Figure 03: Etapes du test CIM (Van der Zwaluw et al., 2015).

Incubation
24h/37°C

V.2.Etude de la sensibilité des souches aux antibiotiques

La sensibilité des souches sélectionnées (CIM positif) aux B-lactamines est déterminée
par la méthode d’antibiogramme par diffusion sur la gélose MH selon les recommandations
du comité d’antibiogramme de la société Frangaise de microbiologie (CA-SFM-EUCAST,
2019). Cette méthode d’antibiogramme nécessite la préparation d’un inoculum de 108 UFC/ml
a partir d’'une culture fraiche de 18 a 24 h. L’ensemencement se fait par la méthode
d’écouvillonnage par des stries serrées sur la totalité de la surface de la gélose. Les disques
d’antibiotiques sont déposés a I’aide d’une pince stérile, par la suite les boites sont incubées a
37C°/24 h.

La lecture des boites est basée sur ’apparition ou 1’absence des zones d’inhibitions
autour des disques d’antibiotiques. Ces derni¢res sont mesurées par 1’utilisation d’une régle et
I’interprétation des résultats se fait selon les recommandations du CA-SFM /EUCAST 2019, a
I’exception des céphalosporines de 3°™ génération (CAZ et CTX) dont I’interprétation est

faite selon les recommandations du CA-SFM, 2013.




Tableau N° 11: Liste des antibiotiques testés et les diamétres critiques.

Les diametres
critiques
Antibiotique Abréviation La charge La marque - - La classe
Sensible  |Résistante
>S <R
CYPRESS
Méropénéme MER 10 pg Diagnostic et 21mm 18mm Carbapénémes
Bio-rad
Amoxicilline/AC.
. 30 pg CYPRESS L
Clavulanique AMC . . 19mm 19mm Aminopinicilline
(20ug+10pg) Diagnostic
Céfoxitine CYPRESS )
FOX 30 ug . . 19mm 15mm Céphamycine
Diagnostic
o o Céphalosporine de 3éme
Céftazidime CAZ 30 ug Liofilchem 26mm 21mm .
génération (C3G)
] ] o Céphalosporine de 3éme
Céfotaxime CTX 30 ug Liofilchem 20mm 17mm .
génération (C3G)
o o Céphalosporine de 4éme
Céfépime FEP 30 ug Liofilchem 27mm 21mm .
génération(C4G)

Le test de synergie (DD-test) est effectué sur les mémes boites selon le protocole

décrit par Jarlier et ses collaborateurs en 1988 qui consiste a déposer les disques d’ Augmentin

(acide clavulanique (10ug) et amoxicilline (20ug), les disques de céphalosporine de 3°M¢

génération (CTX (30 ug) et CAZ (30ug)) a une distance de 30 mm sur les boites de Petri
(Figure 04). L’incubation est réalisée a 37C°/ 24h.

Afin d’inhiber ’activité de la céphalosporinase naturelle ou plasmidique, le test de

synergie est refait sur gélose MH additionnée de 250ug/ml de cloxacilline. La comparaison des

diamétres des zones d’inhibitions entre les boites avec et sans cloxacilline permet de mettre en

¢vidence la présence d’une BLSE (Dricux et al., 2008).

1
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Figure 04: Antibiogramme

V1. Criblage de bacilles a Gram négatif résistants a la colistine.

Au cours de ce travail, nous avons realisé un criblage de bacille & Gram négatif
résistants a la colistine en utilisant le protocole modifié de Nordmann et ses collaborateurs en
2016. Nous avons utiliseé le milieu EMB a deux concentrations de colistine (4ug/ml et
8ug/ml). Par souci d’économie, nous avons testé par stries 4 souches par boites. A noter que
le témoin positif E.coli MCR-1 et un témoin négatif (E. coli ATCC 25922) sont testés sur la
méme boite.

V1. Identification des souches

L’identification des souches est faite par 1’utilisation d’une galerie biochimique et le
milieu Chromagar orientation.
VII11.1.Galerie biochimique

Les différents tests réalisés sont résumés dans le tableau suivant.

Tableau N° I11: Identification des souches par les galeries biochimiques.

- o La lecture et
Milieu Principe Ensemencement
Pinterprétation
TSI : Three | Révele la fermentation du|Se fait par une piqlre | Virage de couleur sur la pente
Sugar Iron lactose, saccharose et du |centrale au niveau du culot|au jaune: fermentation du

glucose avec ou sans|avec des stries serrées sur la | lactose.

production de gaz et la|pente. Virage de couleur sur le culot

production de sulfure | Incubation & 24h  a|au jaune: fermentation du

.



d’hydrogéne H>S.

48h /37C°.

glucose.

Formation ou apparition des
bulles d’air: production de
gaz.

Noircissement du  milieu:

production d’H»S.

Milieu Citrate

de simmons.

Déterminer [’utilisation de

citrate comme seule source

de carbone.

L’ensemencement par des

stries sur la pente.

Incubation de 24h a 7 jours

a3ree.

Virage du vert au bleu et
observation d’une croissance
sur le milieu: les bactéries
utilisent le citrate comme
seule source de carbone

(citrate de simmons+).

Milieu bouillon

nitraté.

Recherche du

réductase.

nitrate

L’ensemencement a 1’aide

d’une
bactérienne.
Incubation
24h/ 37C°.

suspension

pendant

Une Coloration rouge aprés
ajout de réactifs NR1 et NR2:
signifie que la bactérie
possede la nitrate réductase et
réduit les nitrates en nitrite.
Milieu reste incolore, on
ajouter la poudre de zinc
(réducteur du nitrate) :
L’apparition d’une coloration
rouge : présence de nitrate
dans le milieu alors la bactérie
ne possede pas de nitrate
réductase.

Absence de coloration ou
milieu incolore  montre
I’absence de nitrate donc la
bactérie possede une nitrate
réductase et a réduit les
nitrates jusqu’au stade diazote
(N2).

|



Milieu urée
indole
Milieu Clark et
Lubs.

Recherche d’une uréase et la
production d’indole,

et on peut aussi rechercher la

TDA (tryptophane
désaminase).
Etude les  voies  de

fermentation de glucose.

-fermentation  des  acides
mixtes mise en évidence par
le test RM (Rouge Méthyléne)
de

butanediolique qui conduit a

-fermentation

la production d’acétoine et
mise en évidence par test VP

(Vogue —Proskauer).

L’ensemencement a partir
de quelque colonie de la
souche bactrienne étudiée.
Incubation & 24h /37C°.

L’ensemencement se fait a
partir de quelques colonies
de la souche bactérienne a
étudiée

Incubation a 24h/37C°.

4ml  de
bactérienne est devisée dans

la  suspension

02 tubes contenant chacun 2

ml.

Uréase :

-virage du milieu au rouge,
alcalinisation du milieu: la
souche bactérienne posséde
une uréase.

-absence du virage de milieu
la  souche

au rouge:

bactérienne et dépourvue
d’une uréase.

Indole :

formation d’un anneau rouge
en surface de tube apres
I’ajout de 2 & 3 goutes du
réactif de kovacs: La souche

est productrice d’indole.

-absence de I’anneau rouge :
la souche ne produit pas
I’indole.

Test de VP :

Apres I’ajout des réactifs VP1
et VP2

-virage de couleur au rouge :
VP+

-Milieu incolor : VP-

Test RM :

On ajoute deux goutes du
réactif RM au milieu.

la couleur

-virage de en

rouge: la souche est dite
(RM+).
-absence de virage de couleur

: la souche est dite (RM-).

X



VI1.2. Milieu chromagar orientation.

Milieu nom sélectif servant a 1’isolement, identification et différenciation des agents

pathogénes. Ce milieu composé des substances chromogenes qui libérent des composés de

divers couleur lors de leur degradation par des enzymes bactériennes spécifiques.

Tableau N°IV: Aspect des colonies sur milieu chromagar (CHROMagar™ Orientation).

Les souches

La couleur des colonies

Proteus  mirabilis,  Morganella,

Providencia

Colonies péales a beiges, cernées d'une auréole ambre a

marron.

Escherichia coli

Colonies rose a pourpre

KES-C (Klebsiella, Entérobactére,

Serratia, Citrobacter).

Colonies bleues vert a bleues avec ou sans auréole violette

Pseudomonas aeruginosa

Colonies muqueuses blanches brunatres

Acinetobacter

baumannii

Colonies muqueuses blanches opaques.

Enterococcussp

Petites colonies bleues turquoises.




Résultats

I. Isolement des souches

Un total de 231 souches sont isolées sur la gélose de Mac Conkey additionnee

d’antibiotiques méropénéme et vancomycine. La répartition des souches selon le type des

mouches et la région de prélevements est indiquée dans tableau N°V.

Tableau N° V: Répartition des souches isolées selon la région de préléevement

Wilaya Alger Bejaia Sétif
] . Amoucha Amoucha
Région Bir Touta 300 logements Kherrata
Restaurant A Restaurant B
Total 62 36 12 38 73 ‘ 10

L’identification des souches isolées est réalisée sur la base des caracteres biochimiques

et I’aspect sur le milieu chromagar. Nous avons enregistré la présence de bacilles a Gram

négatif fermentaires et les non fermentaires tableau N°1V (Annexe 1V).

I1. Bacilles a Gram négatif producteurs de carbapénemases.
I1.1. Test CIM.

souches indiquant ainsi la production probable de carbapénemase.

Figure 05: Exemple du test CIM.
Les caractéristiques des 06 souches productrices de carbapénémases sont résumées dans le

tableau ci-apres.

Tableau

N°VI : Les

carbapénemases.

caractéristiques

des souches

probablement

CIM positive

Le test CIM réalisé sur les 231souches a montré des diamétres inferieures a 18 mm chez 06

CIM négative

productrices

de




Identification _ o . Diamétre MEM
Code . Wilaya| Région Date deprelévement

bactérienne Test CIM (mm)
FISBPSAA Autres BGNNF Sétif | Amoucha | 25-12-2018 15 mm (R)
FIBGSAA Stenotrophomonas | Sétif | Amoucha | 25-12-2018 6mm (R)

maltophilia
FI9GSAA Autres BGNNF Sétif | Amoucha | 25-12-2018 6mm(R)
FI13GSAA BGNNF Sétif | Amoucha | 25-12-2018 10mm(R)
FE3BGSAA Serratia sp Sétif | Amoucha | 25-12-2018 10mm(R)
FE13GSAA Stenotrophomonas | Sétif | Amoucha | 25-12-2018 13mm(R)

maltophilia

Légende : BGNNF : Bacille a Gram négatif nom fermentaire ; R : Résistante

I1.2. Antibiogramme.

Les 06 souches sélectionnees dans le test CIM sont testées vis-a-vis de plusieurs p-lactamines
en I’absence et en présence de cloxacilline. Les résultats obtenus sont rapportés dans le
tableau suivant.

Tableau N°VII : Résultats de D’antibiogramme avec et sans cloxacilline des souches
probablement productrices de carbapénémases.

Code Espéece Antibiogramme AMC CTX CAZ FOX FEP MER Image de
(30u9) (30ug) | (30u9) (30ug) (30ug) (10ug) synergie
FISP BGNNF Sans cloxacilline 6mm 11 mm | 12mm 6 mm 12mm 6mm
SAA
Avec cloxacilline 6mm R 6mmR [ 6mmR 6mm R 6mm R 6mm R
FI8G S. maltophilia Sans cloxacilline 6mm 11mm 6mm 13mm 6mm
SAA 12mm
Avec cloxacilline 6mmR 6mmR | 6mmR 6mmR 6mmR 6mmR
FI9GSAA BGNNF Sans cloxacilline 6mmR |6mmR |6mmR |[6mmR 6mmR 6mmR
Avec cloxacilline 6mmR 6mmR | 6mmR 6mmR 6mmR 6mmR
FIL3GSAA | BGNNF Sans cloxacilline 6mmR [6mmR |[6mmR |6mmR 6mmR 6mmR
Avec cloxacilline 6mm R 6mmR | 6mmR 6mm R 6mm R 6mm R
FE13G S. maltophilia Sans cloxacilline 6mmR [10mmR|6mmR |6mmR 13mmR | 6mmR
Avec cloxacilline 6mmR 6mmR | 6mmR 6mm R 6mm R 6mm R
FE3BG Sans cloxacilline 6mmR [6mmR |[6mmR |6mmR 6mmR 6mmR

-



Avec cloxacilline 6mm R 6mmR | 6mmR 6mmR 6mm R 6mm R

Les résultats obtenus montrent que les 06 souches testées sont résistantes a 1’égard des

antibiotiques testés. L’utilisation de la cloxacilline n’a pas permis de révéler la présence

d’image de synergie chez ces souches (Figure 06).

(A) Antibiogramme sans cloxacilline. (B) Antibiogramme avec cloxacilline.

Figure 06: (A) Antibiogramme avec cloxacilline et (B) Antibiogramme son cloxacilline
de la souche FI13G.

Les souches identifiées sont des bacilles a Gram négatif non fermentaires, une concentration

de 500ug/ml de cloxacilline est nécessaire pour inhiber leurs céphalosporinases naturelles.

I11. Criblage des bacilles a Gram négatif résistants a la colistine.

Les résultats du criblage de bacilles & Gram négatif résistants a la colistine sont

montrés dans le Tableau N° VII1.

Tableau N°VI11: Caractéristiques des souches probablement résistantes a la colistine.

Code Wilaya | Région Type de | Date de | Aspect Identification Croissan | Croiss | CMI
restaura | prélévement sur probable ce  sur | ance probable
nt chromag gélose sur pg/ml

ar 4pg/mi gélose
8ug/ml

FE13BPS Bejaia Porte R 28-04-2019 Blanche Acinetobacter + - =8

sarasine baumanii

FI11SB(14) Sétif Amoucha | RB 05-03-2019 Blanche Acinetobacter + - =8

baumanii

FE10KH Bejaia Kherrata FD 12-05-2019 Blanche Acinetobacter + + >8

baumanii

FI7BPS Bejaia | Porte R 28-04-2019 Blanche | Acinetobacter + + >8

-



sarasine baumanii
FESMP Bejaia 300Lgmt | P 28-02-2019 Blanche Acinetobacter >8
baumanii
FE9AL Alger Bir Touta | R 05-05-2019 Blanche Acinetobacter >8
baumanii
FE12AL Alger Bir Touta | R 05-05-2019 Blanche Acinetobacter >8
baumanii
FI2BAL Alger Bir Touta | R 05-05-2019 Blanche Acinetobacter >8
baumanii
FIBAL Alger Bir Touta | R 05-05-2019 Blanche Acinetobacter >8
baumanii
FITAL Alger Bir Touta | R 05-05-2019 Blanche | Acinetobacter =8
baumanii
FI10ALR Alger Bir touta R 05-05-2019 Blanche Acinetobacter >8
baumanii
FEIMP Bejaia 300Lgmt | P 28-02-2019 Blanche Aeromonas >8
hydrophila
FE23AL Alger Bir Touta | R 05-05-2019 Blanche Aeromonas >8
hydrophila
FIBPSAA Sétif Amoucha | RA 25-12-2018 Blanche BGNNF >8
FI9GSAA Sétif Amoucha | RA 25-12-2018 Blanche BGNNF >8
FI13GSAA Sétif Amoucha | RA 25-12-2018 Blanche BGNNF =8
FE3BGR Sétif Amoucha | RA 25-12-2018 Blanche BGNNF >8
FE11S Sétif Amoucha | RA 25-12-2018 Blanche BGNNF >8
FE4S Sétif Amoucha | RA 25-12-2018 Blanche BGNNF =4
FE7S(14) Sétif Amoucha | RB 05-0 3-2019 Blanche BGNNF >8
FE2BPS Bejaia | Porte R 28-04-2019 Blanche | BGNNF >8
sarasine
FE4BPS Bejaia | Porte R 28-04-2019 Blanche BGNNF >8
sarasine
FI5SBPS Bejaia Porte R 28-04-2019 Blanche BGNNF >8
sarasine
FE3AL Alger Bir Touta | R 05-05-2019 Blanche BGNNF >8
FE7AL Alger Bir Touta | R 05-05-2019 Blanche Burkholderia >8
FE6SB(14) Sétif Amoucha | RA 25-12-2018 Blanche Chromobacterium =8
spp
FI116S(20) Sétif Amoucha | RA 25-12-2018 Blanche Chromobacterium >8
Spp
FI7S(14) Sétif Amoucha | RA 25-12-2018 Blanche Chromobacterium >8
Spp
FE6S(11) Sétif Amoucha | RA 25-12-2018 Blanche Chromobacterium =8

spp




FE12SB Sétif Amoucha | RB 05-0 3-2019 Blanche Chromobacterium >8
spp
FI4BKH Bejaia Kherrata | FD 12-05-2019 Blanche Chromobacterium >8
Spp
FE3BPS Bejaia Porte R 28-04-2019 Blanche Chromobacterium >8
sarasine spp
FE6BPS Bejaia Porte R 28-04-2019 Blanche Chromobacterium >8
sarasine spp
FI3GBPS Bejaia Porte R 28-04-2019 Blanche Chromobacterium >8
sarasine spp
FE3MP Bejaia 300Lgmt | P 28-02-2019 Blanche Chromobacterium >8
Spp
FEAMP Bejaia | 300Lgmt | P 28-02-2019 Blanche Chromobacterium >8
spp
FILMP Bejaia | 300Lgmt | P 28-02-2019 Blanche Chromobacterium =8
spp
FI4ALB Alger Bir Touta | R 05-05-2019 Blanche Chromobacterium >8
spp
FI4GBPS Bejaia | Porte R 28-04-2019 Bleu K. oxytoca >8
sarasine
FI6S Sétif Amoucha | RA 25-12-2018 Blanche | Moraxilla >8
FE10S Sétif Amoucha | RA 25-12-2018 Blanche P. aeruginosa =8
FE13S(11) Sétif Amoucha | RA 25-12-2018 Blanche P.aeruginosa >8
FE5S(11) Sétif Amoucha | RA 25-12-2018 Blanche P. aeruginosa =8
FI4KH Bejaia Kherrata FD 12-05-2019 Blanche P. aeruginosa >8
FE2AL Alger Bir Touta | R 05-05-2019 Blanche P.aeruginosa =8
FE10AL Alger Bir Touta | R 05-05-2019 Blanche P. aeruginosa >8
FE15AL Alger Bir Touta | R 05-05-2019 Blanche P. aeruginosa >8
FE16AL Alger Bir Touta | R 05-05-2019 Blanche P. aeruginosa >8
FI9BAL Alger Bir Touta | R 05-05-2019 Blanche P. aeruginosa =8
FISAL Alger Bir Touta | R 05-05-2019 Blanche P. aeruginosa >8
FISRAL Alger Bir Touta | R 05-05-2019 Blanche Proteus sp >8
FI9BPSG Bejaia Porte R 28-04-2019 Blanche Proteus sp >8
sarasine
FE6MP Bejaia 300Lgmt | P 28-02-2019 Blanche Proteus sp >8
FIBGSAA Sétif Amoucha | RA 25-12-2018 Blanche S.maltophilia >8
FE13G Sétif Amoucha | RA 25-12-2018 Blanche S.maltophilia >8
FE3BG Sétif Amoucha | RA 25-12-2018 Blanche Serratia sp >8
FE14SB(14) Sétif Amoucha | RB 05-03-2019 Bleu Serratia sp >8
FE5S(11) Sétif Amoucha | RA 25-12-2018 Bleu Serratia sp =
FE8S(14) Sétif Amoucha | RB 05-0 3-2019 Bleu Serratia sp >8




FISALR Alger Bir Touta | R 05-05-2019 Bleu

Serratia sp

>8

Légende : R: restaurant, FD: Fast Food, P:Pezziria, +:croissance, - : pas de croissance

D’aprés les résultats obtenus et en fonction de 1’identification probable, on note la présence de

souches naturellement résistantes a la colistine telles que: les Proteae, Serratia sp,

Chromobacterium spp, Burkholderia. Il est & rappeler que nous avons réalisé un criblage sur

gélose EMB. Il est nécessaire de faire des CMI en milieu liquide avec la colistine pure (a

usage laboratoire) pour en tirer des conclusions concernant les autres souches qui sont

naturellement sensibles.

-



Discussion

Khamesipour et ses collaborateurs en 2018, dans leur synthése bibliographique ont
rapporté que sont porteuses de bactéries sur la surface du corps et a I’intérieur du tube
digestif. L’étude de Ranjbar et ses collaborateurs (2016) réalisée au niveau de plusieurs niches
(cuisines, fermes, hdpitaux, hdpitaux vétérinaires, abattoirs) en Iran a enregistré le portage de
K. pneumoniae résistantes aux antibiotiques (dont les B-lactamines) dans les cuisines (6%).
Dans notre étude, nous nous sommes intéressées aux bacilles a Gram négatif résistants aux
carbapénémes et/ou a la colistine. Ainsi, des souches appartenant a plusieurs genres ont été
identifiées. Ces observations peuvent étre interprétées en fonction de la présence de déchets
organiques dans ces espaces (restaurants). Sur les 231 souches isolées, 6 bacilles a Gram
négatif non fermentaires sont probablement producteurs de carbapénémases. Il faut noter que
nous avons réalisé une identification présomptive des souches bactériennes. Ainsi, les souches
des BGN-NF dont 2 sont des Stenotrophomonas maltophilia et une Serratia sp, connues pour
leur résistance naturelle aux carbapénemes. Stenotrophomonas maltophilia résiste
naturellement a la plupart des p-lactamines par production d’'une MBL (L1) de classe B et
d’une PB-lactamase a sérine active (L2) de classe A hydrolysant les pénicillines et les
céphalosporines en particulier le céfotaxime (Sougakoff et al., 2003). La resistance aux
carbapénemes chez S.marcescens est due a la production d’enzyme SME-1, une B-lactamases

de classe A.

Plusieurs sources de contaminations peuvent étre impliquées. En outre, une corrélation
significative a été signalée entre la prévalence de maladies gastro-intestinales, telle que la
diarrhee, elles peuvent considérablement véhiculer des bactéries résistantes aux antibiotiques
des environnements hospitaliers vers le milieu communautaire. Zurek et Ghosh ont démontré
la relation entre I’aliment et 1’acquisition de bactéries résistantes aux antibiotiques
(Macovei et Zurek 2006). Une autre source de contamination peut étre les effluents
hospitaliers. Ainsi, ces déchets hospitaliers sont évacués sans traitement antérieur vers le
réseau d’assainissement communal qui se réintégre dans les eaux de surfaces le contact
perpétuel avec ces eaux usées leurs permets incontestablement de transporter des bactéries
éventuellement résistantes et de les déposées dans des endroits fréquentés par 1’Homme et
cela se fait principalement par I’attachement de ces microorganismes sur la surface du corps

ou sur la trompe buccale. L’étude de Tafoukt et ses collaborateurs faite en 2017 sur les eaux




de rivieres en Algérie a mis en évidence la présence des souches d’entérobactéries

productrices d’OXA-48 sur les prélevements collectés en oued Soumam.

L’émergence de la multirésistance et le manque de deéveloppement de nouveaux
antibiotiques a conduit les scientifiques a réintégrer la colistine dans le traitement des
infections. Elle est considérée 1'une des premicéres molécules utilisées a 1’époque ayant une
activité sur les bacilles a Gram négatif multirésistants fermentaires et non fermentaires (Jayol,
2018).La résistance a la colistine a été globalement rapportée dans les agents pathogénes a
Gram négatif(Wang et al.,2018) notamment par des génes mcr-1 (Skov et al., 2016).Les
études récente ont rapportées que les mouches domestiques sont également responsables de la
propagation des génes mcr-1, qui conférent la résistance chez les entérobactéries (Wang et al.,
2018). En Algérie le premier signalement d’un isolat résistant a la colistine (résistance par
mutations chromosomiques) est publié en 2015 chez la souche Acinetobacter baumanii isolée
chez un patient a 1’hopital de Beni-Messous a Alger. A noter qu’en 2016 une nouvelle
détection de la résistance a la colistine au niveau de 1’hdpital universitaire d’Annaba en
Algérie a été observer chez trois souches de K.pneumonie productrices d’une carbapénémase
OXA-48, ainsi que chez E. coli isolée dans les excréments de poulet dans la région de Skikda
en Algérie. L’apparition de cette résistance est due a ’utilisation de la colistine comme agent
thérapeutique et un facteur de croissance chez les animaux. Durant cette étude, nous avons
isolé des souches résistantes a la colistine. L’identification probable a montré que la majorité
des souches isolées sont naturellement résistantes. 1l est nécessaire de vérifier les CMlIs en
milieu liquide et 1’identification des souches par méthodes fiables (Maldi-TOF) pour pouvoir

tirer des conclusions.




Conclusion

Gouvernée par I’utilisation prodiguée et démesurée des antibiotiques, la résistance des
microorganismes a 1’égard de ces molécules ne cesse d’évoluer, la destination de la course

contre la découverte de nouvelles molécules semble étre en faveur des bactéries.

Notre étude consacree a la recherche de bacilles a Gram négatif dans les espaces a
restauration rapide dans trois wilayas en Algérie, a illustré la présence de BGN-NF
probablement producteurs de carbapénémases révélant ainsi une résistance au méropéneme.
Ce phénoméne est observé dans I’environnement hospitalier ainsi que dans 1’environnement
urbain. En effet, ces insectes peuvent parcourir des surfaces tres vastes et capables de franchir
toutes les barrieres qui séparent des environnements différents, ainsi ils collaborent a la

dissémination de bactéries résistantes.

Les pratiques d’hygiénes dans les espaces a restauration rapide doivent étres tenues a
la rigueur, un nettoyage quotidien et régulier des cuisines et des salles permettra d’éliminer en
premier lieu les débris qui sont en mesure d’attirer les nuisibles, en deuxiéme lieu d’éliminer
les salissures qui agréent 1’adhérence des microorganismes sur les surfaces. Les systémes
d’aération automatisés et les lampes a UV.

En perspective, nos résultats demeurent préliminaires, et méritent d’étre approfondis par:
e [’étude d’un grand nombre d’espéces dans plusieurs régions en Algérie afin
d’avoir une situation plus précise sur la résistance aux antibiotiques.
e Confirmer I’identification des souches par Maldi-TOF.
e Vérifier la résistance a la colistine par la méthode des dilutions sur milieu
liquide.

e Identification des mécanismes de résistance par biologie moléculaire.

-
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Annexe |

La composition des milieux de culture

1 .Milieu BHIB (bouillon au cceur cerveau)

Composition (g/L)

1 litre 379
pH 7.4
Cceur cerveau infusion 37

2. Gélose Mac conkey

Composition (g/L)

1 litre 51.59
pH 7.1
Peptone de viande 39
Peptone de caséine 179
Lactose 10g
Mélange de sels biliaires 1.5¢
Chlorure de sodium 59
Rouge neutre 0.03g
Agar bactériologique 13.5¢
Crystal violet 0.01g

3. Gélose Mueller Hinton

Composition (g/L)

1 litre 38g
pH 7.3
Hydrolysat de caséine 17.5¢
Amidon soluble 1.5¢9
Agar 179
Infusion de viande 29

4. Gélose EMB (Eosine Bleu de Méthyléne)

Composition (g/L)

1 litre 369
pH 7.2
Peptone bactériologique 10g
Lactose 10g
Eosine 0.4¢
Agar 139
Bleu de méthyléne 0.065g
Hydrogeno phosphate de potassium 29
Sucrose 59

5. Bouillon nutritifs

Composition (g/L)
1 litre 20g
pH 7.2
Extrait de viande 59
Peptone 10g

-



| Chlorure de sodium | 59
6. Gélose TSI (triple sugar iron)
Composition (g/L)
pH 7.4
Extrait de viande de beeuf 39
Extrait de levure 39
Peptone trypsique 20g
Chlorure de sodium 59
Citrate ferrique 0.3g
Thiosulfate de sodium 0.3g
Lactose 10g
Glucose 1g
Saccharose 10g
Agar 129

8. Milieu citrate de simmonces

Composition (g/L)

1 litre 29.28g
pH 6.6
Ammonium dihydrogenophosphate 1g
Phosphates dipotassique 1g
Chlorure de sodium 5g
Citrate de sodium 29
Sulfate de magnésium 0.2g
Bleu de bromothymol 0.08g
Agar 20g

9. Milieu Urée Indole

Composition (g/L)

Tryptophane 39
Urée 20g
Phosphate monopotassique 1g
Phosphate bipotassique 1g
Chlorure de sodium 59
Rouge de phénol 2.5¢
Alcool a 95° 10g

10. Milieu Clark et Lubs

Composition (g/L)

1 litre 179
PH 6.9
Peptone trypsique de viande 59
Phosphate bopotassique 59
Glucose 69

11. Bouillon nitrate

Composition (g/L)

pH 7.2
Infusion de cceur servelle 25g
Nitrate de sodium 10g




Annexe li

La composition des réactifs

Tableau I: Liste des réactifs utilisés.

Réactif Composition Utilisation
NR1 et NR2 Acide sulfanilique et Acide Révélation de nitrate réductase
acétique........NRI1
Diméthylamine et Acide
acétique......... NR2
Rouge de | Rouge de méthyle, Alcool|Révélation de la formation
methylene(RM) éthylique a 60% d’acides mixtes

Réactif de Kovac

p-dimétylaminebenz
aldéhyde acidechloridrigque,

Mettre en  évidence la
production de I’indole

alcoolamylique

VP1 a-naphtol et alcool a 90° Révélation de la formation
d’acétoine
VP2 NaOH 4N Réveélation de la formation
d’acétoine
Annexe Il
Tableau II: Liste des antibiotiques utilisés pour étudier la sensibilité des souches BGN.
Antibiotique Abréviation Lacharge  |La marque Les diametres critique La classe
Sensible | Résistante
>S <R
meropénéme MER 10 ug CYPRESS 21mm 18mm Carbapénéme
Diagnostic
et Bio -rad
Amoxicilline/AC. |AMC 30 ug CYPRESS 19mm 19mm aminopinicilline
Clavulanique Diagnostic
Céfoxitine FOX 30 ug CYPRESS 19mm 15mm Céphamycine
Diagnostic
Ceftazidime CAZ 30 g liofilchem 26mm 21mm C3G
Céfotaxime CTX 30 pg liofilchem 20mm 17mm C3G
Céfipime FEP 30 g liofilchem 27mm 21mm C4G

.



Résumé
Objectif : la transmission de bactéries multirésistantes dans le milieu communautaire

engendre un probléme de santé publique.

Méthodes : A partir de 136 échantillons, 231 souches ont été isolées et sont identifiées a
I’aide d’une galerie biochimique classique. La résistance aux [-lactamines est révélée par
I’utilisation du test CIM, d’antibiogramme classique incluant le DD-test avec et sans
cloxacilline. Un criblage des souches résistantes a la colistine est réalisé.

Résultats : Sur un total de 231 souches, 6 souches révelent une résistance probable aux
carbapénémes sont isolées de la région de sétif.

Conclusion : Leur contact étroit avec I’Homme constitue une voie de contamination pouvant
conduire a des impasses thérapeutiques.

Mots clé : Résistance aux carbapénemes, Bacilles a Gram négatif, espace a restauration

rapide.

Abstract

Objective: Multidrug-resistant bacteria in the community creates a public health problem.
The objective of this study was to search for carbapenem-resistant gram-negative bacilli in
fast-food in three wilaya in Algeria.

Methods: From 136 samples, 231 strains were isolated and were identified using a
conventional biochemical tests. B-lactams resistance is evaluated using CIM test, DD-test
with and without cloxacillin. A screening of colistin-resistant strains is carried out.

Result : Six strains (BGN) are probably producing carbapenemases.

Conclusion: Their close contact with humans is a way of contamination that can lead to
therapeutic impasses.

Key words: Carbapenem resistance, Gram-negative bacilli, Fast-food.
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