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Introduction

I ntroduction

L’ avenement de I’ antibiothérapie dans |es années 1940, a compl &ement révolutionné
le domaine médical et entrainé une réduction du taux de mortalité associée aux maladies
infectieuses. Maheureusement, toute utilisation d’ antibiotiques entraine un potentiel de
dével oppement de résistance sur certaines bactéries. Des transferts de gene de résistance des
insectes vers I’homme sont possibles en raison de leur habitude de vivre dans des milieux
ou I’ utilisation des antibiotiques est fréquente et leur contact fréquent avec les aliments de
I"homme. Cerisque est plus grand quand il y aune surexposition ou des mauvai ses pratiques
d utilisation des antibiotiques. La résistance aux antibiotiques est maintenant reconnue
comme un probleme majeur de santé. La résistance aux céphaosporines de premiere
génération s est développée dans les années 1970 et aux céphalosporines de troisieme
génération dans les années 1990. Au cours des dernieres années, la fréguence et |’ ampleur
des infections causées par des bactéries résistantes ont augmenté. On peut maintenant
observer de la résistance chez presque toutes les bactéries potentiellement pathogénes, et
I’on considére que plus de 50 % des antibiotiques prescrits seraient inappropriés, il n’est

donc pas surprenant de constater |e développement de résistance (Carle, 2009).

L esinsectes sont des petits animaux invertébrés ayant lacapacité d’ occuper presque
tous les créneaux terrestres. On estime que les insectes représentent environ 75% du regne
animal. lls ne sont pas exposés directement aux antibiotiques, mais peuvent acquérir des
bactéries résistantes par le contact fréquent avec I'humain, les aliments ou l'industrie
alimentaire animale (Zurek et Ghosh, 2014), en raison de leur habitude alimentaire et de
dépdts indiscriminés de leur matiere fécale. Les insectes sont des agents bien connus pour
héberger et transmettre des bactéries de leur surface et leur tractus gastro-intestinal
(Dillon et Dillon, 2004).

lIs peuvent acquérir des bactéries résistantes aux antibiotiques de plusieurs
maniéres. Premiérement, par I’ environnement animalier, beaucoup d'antibiotiques utilisés
comme promoteurs de croissance sont mal absorbés dans |e tube digestif de I'animal et sont
donc rejetés dans I'environnement par les excréments des animaux qui peuvent entrainer un
contact indirect entre les insectes et ces antibiotiques, et donc I’ acquisition des bactéries
résistantes aux antibiotiques (Thi et al., 2008; Zhu et al., 2013). Deuxiemement , par les
environnements urbains, selon Macovei et Zurek, 2006, des entérocoques résistantes aux

antibiotiques sont trouvés dans les voies digestives des moches recueillies dans des
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fast-food en Etats-Unis. Troisiémement, par |’ environnement hospitalier, Fowler et all., en
1993 ont montré dans leur étude e potentiel de transmission et |a dissémination de bactéries
telles que Klebsiella, Acinetobacter et Entérocoques dans les hdpitaux par les insectes de

type fourmis au Brésil.

Les B-lactamines sont les antibiotiques les plus utilisées dans le traitement des
infections causées par les bactéries a Gram négatif. Cependant, ces bactéries peuvent
développer plusieurs mécanismes de résistance vis-avis de ces molécules tels que les
B-lactamases. Parmi elles, les B-lastamases a spectres étendu (BLSE) hydrolysant la majorité
des B-lactamines en n'épargnant que les céphamycines et les carbapénémes. Les souches
productrices de BL SE sont souvent multi-résistantes aux antibiotiques, compliquant ainsi le

traitement des infections dues a ces bactéries (Paterson et Bonomo, 2005).

Les BLSE sont définies comme des enzymes produites par certaines bactéries qui
peuvent hydrolyser les céphalosporines a spectre éendu tel que la ceftazidime, et le
céfotaxime, les pénicillines et I aztréonam mais pas les céphamycines ou | es carbapénemes.
Généralement, les BLSE sont inhibées par I'acide clavulanique et le tazobactame. Ces
enzymes se retrouvent chez les bactéries a Gram négatif, en particulier chez I’ entérobactérie
et chez Pseudomonas aeruginosa. Les plus importantes B-lactamases qui prévaut sont les
TEM (Ghafourian et al., 2015), ainsi que BLSE de type SHV, un BLSE a été rapporté au
début des années 2000, les CTX-M qui ont modifié I'éidémiologie de la résistance a
I’ échelle mondiale, au cours de la derniére décennie, |I’enzyme CTX-M est devenue le type
de BLSE la plus dominante dans |e monde (Hasan et al., 2014).

Les enzymes de type AmpC sont des céphal osporinases de classe C et sont inhibées
par la cloxacilline. Leur spectre d activité inclut les pénicillines, les céphalosporines et les
monobactames. Elles peuvent étres chromosomiques mais également plasmidiques telles
gue CMY et DHA (Jacoby et Jacoby, 2009).

Les carbapénemes tels que I'imipéneme ou méropéneme possedent un trés large
spectre antibactérien notamment contre les souches d’ entérobactéries productrices de BLSE.
IIs sont considérés comme les antibiotiques de choix dans le traitement des infections dues
ades bactéries productrices de BLSE (Nordmann et al., 2011).

Les carbapénémases ont été connues depuis I'introduction de I'imipenem dans les

années 1980. Au cours des derniéres années, il y a eu une augmentation importante des

2
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rapports sur les carbapénémases, notamment les métallo-p-lactamases (MBL) et, dans une
moindre mesure, les enzymes de classe A (Walsh, 2010). Chez les bacilles & Gram négatif,
larésistance enzymatique est liée alaproduction de carbapénémases regroupees en 3 classes
A, B et D (Wolff et Pgjot, 2009).

Les carbapénemases, telles que la New Delhi métallo-béta-lactamase 1 (NDM-1)
appartenant a la classe B d’Ambler hydrolyse toutes les P-lactamines y compris les
carbapénemes a I’ exception de I’ aztréonam. Leur large et rapide diffusion constitue une
grande menace pour la santé publique et clinique (Nordmann et al., 2009, Nordmann et al .,
2011). LespremiéresNDM-1 en Algérie ont ééidentifiées chez des souchesd’ A. baumannii
(Boulanger et al., 2012).

Les carbapénémases de type KPC appartiennent a la classe A d’Ambler, elles
hydrolysent toutes les B-lactamines, y compris l'aztréonam, sont faiblement inhibées par
I’acide clavulanique in vitro et sont inhibées par I’acide boronique (Pitout, 2012). Les
souches productrices de KPC sont tres fréquentes en Ameérique latine, en Norvege, Suede et
laBelgique (Skutlaberg et al., 2009 ; Bogaerts et Montesinos, 2010).

Les carbapénemases de type OXA-48 appartiennent a la classe D d’Ambler et
entrainent relativement une faible baisse de sensibilité aux P-lactamines. Ces enzymes
hydrolysent les pénicillines, céphal osporines et |es carbapénemes et ne sont que faiblement
actif contre les céphalosporines de 3°™ générations (C3G) et monobactames. Les
carbapénemases de type OXA-48 ont été isolées le plus souvent chez E. coli et
K. pneumoniae, et sont endémiques en Turquie, en Inde et en Afrique du Nord
(Munoz-priceet al., 2013). En Algérie, lapremiéere carbapénémase de type OXA-48 produite
par une souche d’E. Coli a étéisolé chez des patients hospitalises dans un hopital militaire a
Constantine (Agabou et al., 2014), Tafoukt et al., en 2017 ont rapporté des EPC isolées de
I'eau de riviere en Algérie, également I’ étude de Touati et al., en 2017 rapporté |’ isolement
du K. peumoniae productrice de carbapénémase de type OXA-48 dans des |égumes frais en
Algérie.

Les espéces Acinetobacter sp. et Pseudomonas sp. sont connues par leur résistance
intrinséque aux antibiotiques et par leur capacité a acquérir des genes codant pour les
déterminants de la résistance. Parmi les mécanismes de résistance dans ces deux agents
pathogeénes est la production de [-lactamases et les enzymes modificatrices

d'aminoglycosides.
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En outre, une diminution de I'expression des protéines membranaires externes, des
mutations dans |es topoi somérases et une régulation ascendante de systéme d’ efflux jouent

un réle important dans la résistance aux antibiotiques (Bonomo et Szabo, 2006).

L es entérocoques sont des bactéries cocci a Gram positif aéro-anaérobies facultatif, se

classent parmi les germes responsabl es des mal adies nosocomial es dans différents pays.

La résistants a la vancomycine s est répandu avec une rapidité imprévue et est
maintenant rencontrée dans les hopitaux dans la plupart des pays. Troistypes, VanA, VanB
et VanD, avec une résistance acquise aux glycopeptides vancomycine et teicoplanine au
moyen de la production de précurseurs de peptidoglycannes se terminant par le depsipeptide
D-alanyl-D-lactate (D-Ala-D-Lac) au lieu du dipeptide La D-Ala-D-alanine (D-Ala-D-Ala)
ont été caractérisée, VanA et VanB sont |es phénotypes les plus répandus et ont été trouves
principal ement chez Enterococcus faecium et Enterococcus faecalis. Le VanD n'aététrouve

gue dans quel ques souches de E. faecium (Depardieu et al., 2009).

Larésistance aux antibiotiques chez les insectes représente un domaine de recherche
important, notamment a cause des nombreux cas rapportés du dissémination de bactéries
multi-résistantes chez des cafards (L oucif et al., 2016), lesmouches (Boulesteix et al., 2005),
ains que des moustiques (Hlebaet al., 2016).

Ces problémes de résistance ont en premier lieu un codt humain, ils peuvent engendrer
des échecs thérapeutiques et donc conduire a une augmentation des taux de mortalité et de
morbidité. De plus, les résistances les plus courantes sont celles qui touchent les molécules
les plus anciennes, or ce sont ces molécules qui sont les plus abordables d’un point de vue
financier. Les résistances aux antibiotiques obligent donc a utiliser des molécules plus
récentes, et donc plus coliteuses, mais qui ne sont pas toujours accessibles en quantité

suffisante dans les pays en voie de dével oppement.

L’ Algérie maintenant connu comme une zone affectée par la diffusion des BLSE de
type CTX-M-15 et de carbapénémase de type OXA-48. La transmission des bactéries
multi-résistance dans I’environnement est habituellement liée au contact manuel et aux
instruments mal stérilisés. Cependant, les incestes qui colonisent ces environnements

peuvent héberger des bactéries résistantes aux antibiotiques.
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Des autres études hors de larésistance aux antibiotiques ont été réalisé sur lesinsectes
tel que I’ étude de Morakchi et al., en 2010 a Maroc qui analysé les effets de divers groupes

de pesticides chez Blattela germinaca.

plusieurs éudes dans le monde rapporté des souches résistantes aux antibiotiques
isolées chez les insectes tel que I’ étude de Rahuma et al., 2005 ont rapporté dans leur éude
(en Libye) la présence de 6 souches de Pseudomonas sp et 3 souches d’ Acinetobacter sp
chez les mouches résistantes aux céphalosporines, des souches de Pseudomonas sp et
d’ Acinetobacter sp productrices de carbapénémase été égal ement isolées. Minard et al ., 2012
ont détecté des souches d’' Acinetobacter sp isolées des moustiques en Madagascar. Tres
récemment, la présence de bactéries productrices de carbapénémase ont éte isolées chez des

cafards allemands (Blattella germanica) en Algérie par Loucif et al., en 2016.

Ces éudes nous guide de réaliser cetravail pour isoler et déterminer les phénotypes
de résistance des bactéries chez des prélevements pathologiques, des insectes et des

myriapoda.

L’ objectif principal de ce travail éait d’étudier la flore bactérienne résistante aux
antibiotiques chez différents insectes. Pour cela nous avons adopté la démarche

expérimentale suivante :

e |solement et identification des souches hébergées par |es insectes.
e FEtude dela sensibilité des souches aux antibiotiques (antibiogramme et CMI)
et caractérisation phénotypique des mécanismes de résistance (DD-test, test

CIM, test alavancomycine, ...€tc.),
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I. Echantillonnage

Des prélévements pathol ogiques (hépitaux ‘ chlef’), desinsectes et des myriapoda ont

été collectés au niveau des différents environnements (hépitaux, jardins, restaurants ...) des

trois Wilayas (Chlef, Biskra et Bgjaia) et acheminés au laboratoire de la microbiologie de

I” université de Bejaia pour étre anal yses.

[I. Enrichissement et isolement dela flore bactérienne

Les préévements ont é&é enrichis dans le bouillon Trypticase de Soja (TSB)
(Loucif et al., 2016).

Chez les cafards

Chez les cafards, la flore externe et interne ont été étudiées séparément, le protocole

utilisé est le suivant :

A
B
C-

m

T
1

G

H-

A-

B-

C-

Immobilisation de I’ échantillon (cafard) par congélation a 0°C pendant 10 minutes.
Imbiber chaque cafard dans 5ml de solution de Tween 80 (0,05%).

Vortexer vigoureusement pendant 2 minutes. La suspension obtenue est utilisée en
tant qu'échantillon du corps externe.

Pour éiminer la contamination du corps externe : immerger le cafard dans de |’ eau
dejavel pendant 2 minutes, dans du sérum physiologique stérile pendant 2 min, puis
dans de I'éhanol a 70% pendant 5 min, et enfin lavage de chaque échantillon dans
de I’ eau physiologique stérile.

Tremper le cafard dans un récipient stérile contenant 5 ml de solution de Tween 80
a0,05%.

Broyer al’intérieur al’aide d’un pilon stérile.

Vortex rigoureusement pendant 2 minutes. La suspension obtenue est utilisée en tant
qu'échantillon du corps interne.

Chaque échantillon (5ml) est incubé pendant 18h a 24h/37°C dans 5ml du Bouillon
Trypticase Soja.

Chez les autresinsectes

Imbiber chaque insecte (moche, fourmis...etc) dans 5ml de TSB.

Vortexer vigoureusement pendant 2 minutes. La suspension obtenue est utilisée en
tant gqu'échantillon du corps externe et interne.

Incubé I’ échantillon pendant 18 a 24h dans 5ml de TSB.
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e Lesautresprééevements pathologiques
Les prélevements pathol ogiques suivant (ECBU, Coproculture, Pus) ont été analysés

selon les recommandations du référencier en microbiologie clinique (Remic, 2010).

1.1 Bactériesa Gram positif

I1.1.1 Recherchedesentérocoquesreésistantsala vancomycine

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

1- Isolement
A partir du bouillon d’enrichissement, un ensemencement de 50l du bouillon Rothe
a éte effectué sur la gélose Bile Esculine Azide de sodium (BEA) additionnée de
vancomycine (10pg/ml) et de colistine (10ug /ml). Les boites ont été incubées a 37°C/ 24h.
2- Lecture
L’ examen macroscopique des colonies isolées sur le milieu BEA montre de petites
colonies trandlucides (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 a|I’azide de
sodium. L’ apparition de couleur noir est due al” hydrolyse du polyoside complexe (esculing)
(Chuard and Reller, 1998).
3- Caractérisation phénotypiques 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
negatif. L’ aspect microscopique des bactéries apres la coloration de Gram révéle des
formes cellulaires en cocci, disposees en paire (diplocoque) ou en courtes chainettes de
couleur violet (Toit et al., 2000).
b- Test decatalase

La catalase est une enzyme qui est produite en abondance par les bactéries a

métabolisme respiratoire qui peuvent détruire les peroxydes. La catal ase est une enzyme

2 H,O, Catalase » 02+ 2H:0

qui catalyse:
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Sur une lame propre et seche, quelques colonies prélevées a I’ aide d'une pipette
Pasteur, ont été déposées, puis une goutte d’ eau oxygenée (H202) a été gjoutée. Une

réaction positive se traduit par une effervescence (Toit et al., 2000).

c- Croissanceet résistance ala chaleur sur le Bouillon nutritif
A partir d'une boite de BEA positive, on aensemencé al’ aide d’ une ance de platine
le bouillon nutritif avec quelques colonies. Les tubes ensemenceés ont été incubés a
60°C/30min, puis incubés a 37°C/24h. La présence d un trouble dans le tube indique
que la souche pousse et résiste ala chaleur (Freeman et Kearns, 1995).
d- Croissancesur un Bouillon hyper-salé
La croissance en présence de chlorure de sodium (NaCl) donne des renseignements
précieux pour I’indentification. Généralement, les entérocoques sont capables de se
dével opper en milieu hypersalé (6,5% de NaCl) contrairement aux streptocoques. Des
tubes de Bouillon hypersal€ ont été ensemenceés puis incubés a 37°C/24h. La présence
d un trouble dans | e tube indique un test positif (Devriese et al., 1987)
e- Larésistanceau tellurite de potassium
La croissance en présence de tellurite de potassium est une caractéristique des
souches d'E. faecalis. Afin de mettre en évidence ce test, nous avons additionné 1ml
detellurite de potassium a 249ml d’ eau distillée, puis 0,5ml de cette solution est gjouté
a4,5ml de bouillon nutritif. Le tube a été ensemencé par la bactérie atester puisincubé
a 37C° pendant 24h. L’ apparition de colonies noires indique la présence E. faecalis
(Fazli et al., 2014).
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I1.2. Bactériesa Gram négatif
11.2.1. Recherchede bacillesa Gram négatif résistants aux
céphalosporines de troisieme génération

Un enrichissement a été réalisé en ensemencant 40ul du bouillon TSB dans 160ul du
TSB additionné de Céftazidime (4pg/ml) et de vancomycine (32pg /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 Céftazidime (4pg/ml) et de vancomycine

(32ug /ml). Les boites ont été incubées a 37°C/ 24h.

I1.2.2. Recherche de bacillesa Gram négatif résistants aux
car bapénemes

Un enrichissement a été réalisé en ensemencant 40ul du bouillon TSB dans 160ul du
TSB additionné de Meropénéme (1pg/ml) et de vancomycine (32pg/ml). L’incubation a été
effectuée 37°C/24h.

A partir du bouillon d’enrichissement, un ensemencement de 50ul du bouillon TSB a
été effectué sur la gélose Mac-Conkey additionnée de Meropénéme (lpg/ml) et de

vancomycine (32pg /ml). Les boites ont été incubées a 37°C/ 24h.
[11. ldentification

Apres 24 h d'incubation, on analyse |’ aspect des colonies ayant poussees sur le milieu
de culture. Les cultures polymicrobiennes sont purifiées sur la gélose sélective, puisincubés
a 37C° pendant 24h.

Lorsgue la culture est pure, I"identification des souches isolées a été réalisée sur la
base de |’ aspect des colonies sur milieu Chromagar (CHROMagar™ Orientation) (tableau 1)
et aussi les caracteres biochimiques par la réaisation d’ une galerie biochimique classique.

Cette derniere comprend plusieurs tests présentés dans le tableau I, Annexe |.
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Tableau | : Aspect des colonies sur milieu Chromagar (CHROM agar™ Orientation)

Espece 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

Colonies pales abeiges, cernées d'une

Proteus mirabilis, Morganella, Providencia . R
auréole ambre a marron.

Pseudomonas aeruginosa Colonies muqueuses blanches brunétres
Acinetobacter baumannii Colonies muqueuses blanches opaques
Enterococcus Sp. Petites colonies bleu turquois

V. Etudedelasenshbilité des souches aux antibiotiques
La sensibilité des souches aux antibiotiques a é&é déterminée par la méthode de
I’antibiogramme standard par diffusion sur gélose Mueler Hinton (MH) selon les
recommandations du Comité d’ antibiogramme de la société francai se de microbiologie. Les
antibiotiques testés sont donnés dans le tableau |1 (annexe ). L’ interprétation des résultats a
été faite selon les recommandations de (CASFM, 2013) et (CA-SFM-EUCAST, 2017) en
sensible (S), intermédiaire (1) et résistant (R).

IV.1. Détermination dela sensibilité des souches d’ entérocoques

vis-a-visdela Vancomycine

V.1.1. Antibiogramme standard

Ce test permet de détecter |a sensibilité des souches des entérocoques al’ égard de la
Vancomycine. Un disgue de Vancomycine (VA, 5ug) a été déposé au centre d’ une boite de
Muller Hinton inocul € préalablement avec la souche atester. Les boites ont été incubées a

37°C/24h.

Les souches dont le diamétre d’'inhibition est inférieur a 12 mm sont considérées
comme résistantes alaVancomycine (CA-SFM-EUCAST, 2017).

11
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IV.1.2. Détermination des concentrations minimales inhibitrices
(CMI) des Entérocoquesrésistants ala Vancomycine

La concentration minimale inhibitrice (CMI) est définie comme étant la plus faible

concentration d antibiotiques pour laguelle il nN'y a pas de croissance visible. La
détermination de la CM1 a été effectuée par la méthode de microdulition.

— Préparation dela microplaque

Dans chaque cupule de la microplaque, on a déposé 50ul du bouillon MH (BMH) a
I’aide d'une micropipette, dans la deuxieme colonne, on y goute un volume 50ul de
Vancomycine pour une concentration finale de 256ug/ml. La premiére cupule contient

uniquement le BMH et considéré comme un témoin négatif pour le control de I’inoculum.
— Dilutions

Bien mélangé la solution avec le BMH al’ aide de la micropipette et prélever 50ul de
ce mélange et I’ gjouter a la cupule adjacente et ainsi de suite jusgu’ a la derniere cupule et
jeter les 50ul restant (dilution de 256ug/ml a 0,125ug/ml ¢’ est-a-dire de la cupule 2 a la
cupule 12).

— Préparation del’inoculation

Inoculation de 50ul de la suspension dans chaque cupule & commencer par la colonne 12
jusqu’a la colonne cupule contenant la concentration de Vancomycine la plus élevée
(cupule 2) (sans inverse ladilution). La cupule témoin sera inoculée aussi avec 50ul de la

suspension. Incubation des microplaques a 37°C/24h.
— Lecture

S'il y acroissance dans la cupul e témoin (sans antibiotique) (présence de culot). La CMI

étant la plus faible concentration ou il N’y a plus de croissance.
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Détermination des phénotypes de résistance aux pB-lactamines des

bacilles a Gram négatif

V.1. Recherche de la production de B-lactamases a Spectre Etendu

V.1.1. DD-test (test de synergie)

La détection des souches a Gram négatif productrices de B-lactamases a Spectre
Etendu (BLSE) a été réaliseée par le test de synergie (DD-test) qui repose sur la mise en
¢vidence d’une image de synergie entre le disque d’AMC (amoxicilline 20ug /acide
clavulanique 10pg) et les disques de céphalosporines de 3éme génération (C3G)
(céfotaxime : CTX, céftazidime : CAZ). Les disques de CTX (30 pg), CAZ (30 pg),
céfoxitine (FOX (30 png):C2G), ont été placés sur la méme boite a une distance de 30 mm

(centre acentre) d’un disque I AMC (Figure 1) (Jarlier et al., 1988).

ST et

Figure 1: Ladisposition des disques d'antibiotique dans |le DD-test
V.1.2. Test de synergie sur gélose MH additionnée de cloxacilline

Chez les souches naturellement productrices de céphal osporinases et chez | es souches
productrices de céphal osporinases plasmidiques, la présence d’ une BL SE peut étre masquée
du fait de I’induction de la céphal osporinase par I’ acide clavulanique. Ces souches ont été
testées vis-avis du céfotaxime, céftazidime et céfoxitne en utilisant la gélose MH
additionnée de cloxacilline (250 pg/ml). La comparaison des diametres d’inhibition entre les
boites avec et sans cloxacilline permet de mettre en évidence la présence d' une BLSE
(Drieux et al., 2008).
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V.2. Recherchedela production de carbapénémases

V.2.1. Test de CIM (Carbapenem inactivation method)

Letest CIM est un test de dépistage phénotypique pour la recherche de la production
de carbapénémases. Il consiste a immerger trois disques de méropéneme (10ug) ou
d’ imépéneme (10pg) dans trois tubes d eppendorfs contenant 500ul d’eau physiologique
stérile, le premier est ensemencé avec une souche productrice de carbapénemase considéré
comme un témoin positif (K. pneumoniae.KPC3), le deuxiéme est ensemencé avec une
souche sensible a tous les antibiotique (E.coli ATCC 25922) considéré comme un témoin
négatif et I’autre tube est ensemencé avec la souche a tester. Apres incubation a 37°C
pendant 2h au minimum, les disques de méropeneme ou d'imépénéme ont été placés sur une
gélose MH préalablement ensemencée avec la souche Escherichia coli (ATCC 25922).
L’incubation aétéréalisée a37°C/24h. Un résultat positif setraduit par | absence d’ une zone

d’inhibition autour du disque d’ antibiotique (Van Der Zwaluw et al., 2015). (Figure 2)

Activité
carbapénémase

/

\ Absence de
carbapénémase
Figure2: test CIM (Van Der Zwaluw et al., 2015)

V.2.2. Antibiogramme standard

Un antibiogramme standard a été réalisé pour les souches ayant montré un test CIM
positif utilisant les disques de Témocilline (TEM, 30ug), Méropénéme (MEM, 10 pg),
Ertapénéme (ERT, 10pg) et de Colistine (CST, 50ug).
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Résultats

. Souchesbactériennes

Au cours de cette étude, un total de 89 échantillons ont été prélevés a partir de
différents insectes, 31 mouches (Musca domestica) ; 10 fourmis (Lasius niger) ;
10 coleoptera sp ; 10 myriapoda (Glomerida) ; 14 cafards (Periplaneta americana et Blatte
orientale) et 14 prélevements pathol ogiquesincluant (10 ECBU ; 03 coprocultures ; 01 pus).
Les origines et les especes de ces prélevements sont présentées au Tableau |
(Annexell).

Un total de 30 souches ont éé isolées sur gélose MacConkey additionnée de
céftazidime, 17 souches sur gélose MacConkey additionnée de méropéneme et 27 souches
isolées sur gélose BEA additionnée de vancomycine.

II. Sensibilité des souches aux antibiotiques

1.1 Lesentérococques

L’identification des entérocoques a été faite sur la base de I’ aspect des colonies sur
gélose BEA (Figure 3), ainsi que leurs aspects microscopiques apres la coloration de Gram
(Figure 4) et le test de catalase. L’identification a été basée encore sur les tests classiques
comprenant la croissance sur bouillon hypersalé (Figure 5), la résistance a un traitement
thermique de 60°C pendant 30 min et larésistance au tellurite de potassium pour E. faecalis

(Figure 6). Letableau Il résumé les résultats d’identification.

Figure 3 : Aspect des colonies Figure4 : Aspect microscopique des
d entérocoques sur milieu BEA entérocoques
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Figure5 : Croissance des entérocoques Figure 6 : Croissance en présence de
sur bouillon hypersalé tellurite de potassuim pour E. faecalis

De ce fait, au cours de cette étude, nous avons isolé et identifié 24 souches
d entérocoques sur milieu BEA additionnée alavancomycine, dont 8 seraient probablement
des E. faecalis. La provenance des souches isolées sur gélose BEA ont été notées dans le
tableau Il (annexe).
Tableau |l : Caractéristiques des souches isolées sur gélose BEA

Tests VA Catalase | Testde | Télurite B. Aspect sur
Cod (5u0) la deK Hypersalé | Chromagar
chaleur
MO1 6mm (R) - + - + bleu turquois
M02 6mm (R) - + + - bleu turquois
MO3 6mm (R) - + - - bleu turquois
MO04 6mm (R) - + - + bleu turquois
MO6 6mm (R) - + - - bleu turquois
MO7 6mm (R) - + - - bleu turquois
M08 6mm (R) - + - - bleu turquois
M14 6mm (R) - NT + + bleu turquois
M17 6mm (R) - NT + + bleu turquois
M27 6mm (R) - NT + + bleu turquois
FX1 6mm (R) - + - - bleu turquois
FI1 6mm (R) - + - - bleu turquois
FX2 6mm (R) a + - - bleu turquois
FXl14 6mm (R) - + - - bleu turquois
CP6 6mm (R) - NT + + bleu turquois
CP7 6mm (R) - NT + + bleu turquois
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CP10 6mm (R) NT + + bleu turquois
MP2 8mm (R) + + - bleu turquois
MP5 6mm (R) + - + bleu turquois
MP6 6mm (R) + - + bleu turquois
MP7 6mm (R) + - - bleu turquois
MP8 6mm (R) + - + bleu turquois
MP9 6mm (R) + s + bleu turquois
MP10 6mm (R) + - - bleu turquois

Légende: (S): Sensible; (R) : Résistante ; (+)

. Positif ; (-) : Négatif ; NT : Non testé

11.1.1 Détermination des CM| chez les entérocoquesrésistantsala

vancomycine sur milieu liquide

Les CMIs ont été déterminées pour 24 souches vis-avis de la vancomycine. Les

résultats obtenus sont montrés dans le tableau 1V.

Ces souches ont été isolées chez 10 mouches (Musca domestica) (08 collectées d’ une

oasis a Biskra et 02 collectées d’ un poulailler a Chlef), 04 cafards (Periplaneta americana)

collectés a Bejaia, 03 Coleoptera sp et 07 Myriapoda (Glomerida) collectés d' une oasis a

Biskra.

Les résultats obtenus montrent que 13 souches sont probablement résistantes a la

vancomycine avec des CMIs alant de 32 a>256ug/ml dont 4 souche seraient probablement

E. faecalis.
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Tableau 11 : Résultats du CMIs des entérocoques vis-a-vis de la vancomycine
Codes I nsecte (Espece) ui]ifﬂ u;?ril u§/4ml uglinl Ll;/?m 8ug/ml | 4pug/ml | 2pg/ml | 1pg/mi ug}rSnl CMI I nter prétation
Mo1 M %%?g:\g:)sc a - - - - - - - - + + 4 ug/ml S
MO02 M(()jl:)?;:\(/lz;)sc a + + + + + + + + + + :giri? R
wos | Mt |1 e T | s
M08 4 cc)jl:;fg:\g;)sc a -+ -+ + + -+ + + -+ + + :g?ri? R
M14 M %lé)crr;:\g;)sc a - - - + + + + + + + 64pg/ml R
M17 i cc)jl:;fg:\g;)sc a - - - T e T T e T T u96IArnt R
FX2 Ca;a;gg?cﬁz;]et - + + + + + + + + + :gzlfnﬁ R
FXl4 Ca;a;ggriercgz;et + + + + + + + + + + :giri? R
CP6 Coleoptera sp - - - - - - - - + + " ;ml S
CcP7 Coleoptera sp - - - - - - - - + + " g?ml S
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Codes I nsecte (Espece) Hf;l?ﬂ H;i?ﬂ u§/4m| ug:;/?nl ugll?’nl 8pg/ml | 4ug/ml | 2pg/ml | 1 pg/ml ug}rSnI CMI I nter prétation
CP10 Coleoptera sp + + + + + + + + + + :gﬁ?
Ll (g|%r$?3; ° - - - ; - - * * b o
MPS | Giomerica) + + + + + + + + + L
Ll (g%rriraﬁr?gz) ° - - - ; - - * * b o
MP7 | Giomerica) : - + + + + + + . A
wo | SR S T’
MP9 (g%rrg?gz) - - - - + + + + + + pgslfnl
bl (g|%r$?3; ; - - - + g + + - + o

Légende: S: Sensible ; R : Résistante
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I1.2. Etudedephénotypes de résistance des souchesrésistantes

aux p-lactamines

I1.2.1. Recherche de la production de B-lactamases a Spectre Etendu

11.2.1.1. DD-test

Toutes les souches sont testées pour la production de B-lactamases a spectre étendu en

utilisant la méthode du double disque (DD-test) sur Mueller-Hinton. Les résultats obtenus

ont montré I’ absence de cette image (figure 7) chez toutes |es souches testées.

[1.2.1.2. DD-test sur gélose Mueller Hinton additionnée de cloxacilline

L’image de synergie peut étre masguée par présence de I’ activité céphal osporinase

(chromosomique ou plasmidique), un DD-test est alors effectué sur gélose MH additionnée

de cloxacilline a une concentration de 250ug/ml. Le test était positif pour seulement

1 souche.

Sans cloxacilline

Avec cloxacilline

Figure 7 : DD-test sans et avec cloxacilline pour la méme souche (Bacille a Gram négatif

fermentaire)

L es résultats obtenus sont rapportés dans le tableau V ci-dessous.
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Tableau 1V : Comparaison entre les diamétres (mm) des zones d’inhibition sur gélose
Mueller-Hinton et Mueller-Hinton additionné de cloxacilline.

Codes Espéces Diamétres | amc | cTx | caz | Fox | !Magede | Phenotypesde
(i) synérgie résistance
Pseudomonas 2 MH 6 6 6 6 NON | i
M25 @ MH+Clox | 23 21 20 6 NON yps,fgrr?] plé: ion
P Fmm 17 15 14 0
Acinetobacter 2 MH 6 6 6 6 NON H ducti
M26 @ MH+Clox | 10 11 10 6 NON ypggrlzrr(])1 puC ion
¥ Fmm 4 5 4 0
Acinetobacter 2 MH 6 6 6 6 NON H ducti
FO1 @MH+Clox | 25 | 40 | 30 | 25 | NON o erand
P #mm 19 [ 34 | 24 | 19
Pseudomonas il 6 6 6 6 Mo i
FO2 @ MH+Clox | 20 35 30 25 NON ypgﬁr;p‘é lon
® #mm 14 | 29 | 24 | 19
Pseudomonas @ MH 6 6 6 6 NON y -
FO3 @ MH+Clox 9 25 17 6 NON ypgﬁrr?] pl(J: ion
¥ Fmm 3 19 11 0
Pesdomonas @ MH 6 6 6 6 NON [
Fo4 @MH+Clox | 6 [ 14 | 11 [ 24 | NON | "W e
i zom | 0 | 8 | 5 | 18
Pseudomonas 2 MH 6 6 6 6 NON | i
FO6 @MH+Clox | 15 | 30 | 28 | 15 | NON o erand
P #mm 9 24 22 9
Acinetobacter 2l 2 6 6 6 S
FO7 @ MH+Clox | 25 38 30 25 NON ypgﬁr;p‘é lon
® Fmm 19 32 24 19
PseLdOMonas @ MH 6 6 6 6 NON y -
FO8 @ MH+Clox | 15 30 25 25 NON ypg%?}p‘é 1on
P Fmm 9 24 | 19 19
Acinetobacter 2 : 6 6 6 NON - S
F09 @MH+Clox | 21 | 30 | 26 | 20 NON yperprox IDucc'u on
b Fmm 15 24 20 14
Pseudomonas 2 MH 6 6 6 6 NON | i
F10 @MH+Clox | 20 | 30 | 24 | 23 | NON fbavnd
P #mm 14 24 18 17
Pseudomonas il 6 6 6 6 NON | i
CP8 @MH+Clox | 12 | 10 | 10 | 10 NON ypg,rg\r;p% ion
= Fmm 6 4 4 4
Acinetobacter 2 MH 6 6 6 6 NON H ducti
CP10 @MH+Clox | 8 9 9 10 NON yperpro pt(J:ctlon
¥ #mm 2 3 3 4
@ MH 6 | 6 | 6 | 6 NON
MP5 Acinetobacter | dMH+Clox | 32 | 20 | 20 | 15 NON Hyperproduction
Sp d' AmpC
#mm 26 | 14 | 14 | 9
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@ MH 6 [ 20 ] 15 [ 8 | NON
MP8 BGNF1 @MH+Clox | 10 | 20 | 23 | 6 oul BLSE
#mm 4 0 8 2
Acinetobacter 2Ll 6 6 6 6 NON ducti
FIX8 @MH+Clox | 22 | 35 | 30 | 27 | NON | ™PgROLcton
= #mm 16 | 29 | 24 | 21
@ MH 6 | 20 [ 21 [ 6 | NON
C102 BGNF2 @MH+Clox | 6 | 22 | 16 | 6 | NON ND
£mm 0 2 5 0
pseudomonas. 2 MH 6 | 20 |20 | 6 [ NON |
C103 @MH+Clox | 6 | 22 | 20 | 6 NON AT
= #mm 0 [ 2] 00
Acinetobacter 2 MH 0 2 6 2 NON H ducti
U153 @MH+Clox [ 6 [ 13 [ 11 | 6 [ NON | ™FgRorcton
il mm 0 | 6 | 5 | 3
Pssudomonas. |2 MH 6 | 13 | 9 | 10 | NON "
U173 @MH+Clox | 6 [ 21 | 15 | 11 | NON | ™PgRowcon
= #mm 0 | 8 | 6 | 1
@ MH 6 | 10 [ 10 [ 6 | NON
U198 | BGNF3 @MH+Clox | 6 | 14 | 12 | 26 | NON ND
Fmm 0 4 2 20
@ MH 6 | 6 | 6 | 10 | NON
U208 | Klebsielasp | GMH+Clox | 6 | 10 | 6 | 6 | NON ND
#mm 0 4 0 4

Légende : MH : Mueller Hinton ; @ : Diamétre sur gélose Mueller-Hinton et sur
Mueller-Hinton additionnée delacloxacilline ; BGNF : BacillesaGram négatif fermentaire.
ND : Non Déerminé

Le tableau ci-dessus mentionne les diamétres des zones d'inhibitions autours des
disques de CAZ, CTX, FOX e AMC sur la gélose Muedller-Hinton et Mueller-Hinton

additionnée de 250g/ml de cloxacilline.

L’ augmentation des diametres des zones d’ inhibition autours des disques de céfoxitine
et la présence d’ une image de synergie indique la production probable d’ une BLSE.

Chez certaines souches nous n’ avons pas observé de récupération de diamétre de zones
d’inhibition de la céfoxitine qui est probablement due a | hyperproduction de
céphalosporinase chez les bactéries non fermentaires nécessitant une concentration de

500ug/ml de cloxacilline.
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11.2.2. Recherchedela production de carbapénémases

[1.2.2.1. Test de CIM (Carbapenem inactivation method)

Letest de CIM a été positif chez 05 souches résistantes au méropéneme, indiquant la
production probable d’ une carbapénémase (Figure 8). Les diametres obtenus sont rapporté
dans le tableau V1.

Figure8: Test CIM positif pour les souches (F4, F5 et F7) avec les témoins positif et

négatif.
Tableau V : Résultats du test CIM.
Codes Espéces MEM (10ug) Test CIM
(mm)
Témoin (+) KPC 6 (R)
Témoin (-) E.coli ATCC 29522 30 (9)
MOlc NI 25(9) -
MO02c NI 26 () -
MO03c NI 25(9) -
MO4c NI 23 (9) -
MO5c NI 26 (S -
MO6c NI 26 (9) -
MO08c NI 25(9) -
M19c Acinetobacter sp 6 (R) +
U208c Klebsiella sp 12 (R) +
CP3c Pseudomonas sp 6 (R) +
FO7c Pseudomonas sp 6 (R) +
FO4c BGNF 6 (R) +
CP5c Acinetobacter sp 18 (1) -

24



Résultats

M13c Pseudomonas sp 20 () -
MP3c NI 22 (S) -
CP4c NI 23(S) -
M28c NI 25(9) -
MP4c Acinetobacter sp 19 (1) -
M P5c BGNF 20 (1) -

Légende: S: Sensible; R : Résistante; | : Intermédiaire ; BGNF : Bacille a Gram négatif
fermentaire ; NI : Non identifier.

[1.2.2.2. Antibiogramme standard

Toutes les souches résistantes ou intermédiaires au test CIM ont été testées avec un

antibiogramme standard (figure 9). Les résultats obtenus sont rapportés dans le tableau VI1I.

CsT

ETP
TEM

MEM

Figure9 : Antibiogramme standard pour la souche (CP3) productrice d une
carbapénémase.
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Tableau VI : Résultats de I’ antibiogramme standard pour |es souches productrices d’ une
carbapénémase.

ATB . MEM ETP TEM CST
CODES Espece (10p9) (10p9) (30pg) | (50mQ)
(mm) (mm) (mm) (mm)
M13c Pseudomonas sp 16 (1) 06 (R) 06 (R) 14 (R)
M19c Acinetobacter sp 08 (R) 29 (9) 06 (R) 12 (R)
MP4c Acinetobacter sp 20 (1) 16 (R) 06 (R) 11 (R)
MP5c BGNF 06 (R) 06 (R) 06 (R) 06 (R)
F4c BGNF 06 (R) 06 (R) 06 (R) 12 (R)
F7c Pseudomonas sp 13 (R) 06 (R) 09 (R) 10 (R)
CP3c Pseudomonas sp 12 (R) 06 (R) 06 (R) 10 (R)
CP5c Acinetobacter sp 13 (R) 08 (R) 06 (R) 11 (R)
U208c Klebsiella sp 12 (R) 15(R) 6 (R) 18 (S)

[11.  Déduction des phénotypes de résistance aux p-lactamines

Le tableau VIII résume les phénotypes de résistance aux B-lactamines des souches
étudiées.

Ellerepose sur I’ anal yse du phénotype de résistance, des tests de détection des BLSE,
céphal osporinases et des carbapénemases et e comportement de ces enzymes qui different
vis-avis des antibiotiques. La mise en évidence des BLSE est effectuée par le test de
synergie (DD-test), le test a la cloxacilline et les carbapénémases par le test de CIM et
I antibiogramme standard.

Les différents phénotypes de résistance sont décrits dans le tableau 111 (annexe 1)

26



Discussion et
conclusion



Discussion et conclusion

Les mouches et les cafards sont deux insectes en contact étroit avec des étres
humains. Ils sont porteurs de bactéries pathogénes humaines sur |es zones extérieures de leur
corps ou dans leur tractus-digestif (Bouamama et al., 2010). Des études ont montré que les
cafards peuvent héberger des bactéries productrices de BLSE et/ou carbapénémase. En
Algérie, I étude réalisée par Loucif et al., en 2016 a signal é des entérobactéries productrices
de BLSE de type CTX-M-15 isolées chez les cafards (Blattella germanica) au niveau du
CHU de Batna. Au cours de notre éude, 1 souche est probablement productrice de BLSE

isolée chez myriapoda.

L’éude de Bouamama et al., en 2010 au Maroc réadisée sur des
cafards (Periplaneta americana) et des mouches (Musca domestica) amontré |’ isolement de
184/251 bactéries a Gram négatifs et 29/251 des Entérocoques. Au Malysie, en 2005, Pai et
al., ont montré I'isolement d' une Klebsiella pneumoniae productrice d’ une BLSE.

Pour larésistance alacéfoxitine par production d AmpC, trois mécani smes peuvent
étre évogueés chez les souches de Pseudomonas sp. et d’ Acinetobacter sp. : imperméabilité
membranaire, systeme d’eflux ou par |I'hyperexpression de la céphalosporinase naturelle
(Bonomo et Szabo, 2006).

Dans ce travail, on a éudié les flores bactériennes de plusieurs insectes : mouches
(Musca domestica), fourmis noires (Lasius niger), cafards (Blatte orientale et Periplaneta
americana), myriagpoda et Coleoptera sp collectés réspectivement dans des différents

environnements.

Les souches de Pseudomonas sp isolées durant cette éude ont montré une
résistance aux B-lastamines (céphalosporines et carbapénémes). Le principal mécanisme par
lequel Pseudomonas acquiert une résistance aux carbapénemes est la réduction de la
perméabilité par la perte de la porine OprD, voie préférentielle de pénétration des
carbapénemes (Livermore, 2002). Bien que le mécanisme de résistance aux carbapénémes
le plus répandu chez Acinetobacter sp corresponde a la production d’une AmpC associ€ a
une acquisition d’'une carbapénémase ou a la surexpression de I’oxacillinase naturelle
(OXA-51).

La résistance aux antibiotiques chez les isolats des insectes étant acquise a partir
des adiments gu’ils consomment d’apres |’expérience de Zurek and Ghosh, 2014 et de

I”environnement (Macovei et Zurek, 2006).
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Durant cette éude nous avons isolées 5 souches probablement productrices de
carbapénémase dont 2 Pseudomonas sp i sol ées chez des fourmis (Lasius niger) et coleoptera
sp, 1 Acinetobacter sp isolée chez une mouche (Musca domestica), 1 bactérie a Gram négatif
fermentaire isolée chez une fourmi et 1 Klebsiella sp isolée a partir un prélévement
pathol ogique (ECBU).

Plusieurs études dans e monde ont rapporté la présence des bactéries productrices
de carbapénémases notamment chez les bacille a Gram négatif chez les animaux et dans
I”environnement (Fischer et al., 2012, 2013; Guerra, 2013; Wang et al., 2012; Woodford
et al., 2014; Zhang et al., 2013 ; Yousfi et al., 2016). Les insectes sont aussi considérés
comme un réservoir, une seule étude a signalé I’isolement des souches productrices de
carbapénémase chez lesinsectes en Algérie. Loucif et al., en 2016 ont rapporté la production
de carbapénémase de type OX A-48 chez une souche E. cloacae isolée chez des cafards dans
le CHU de Batna.

La production des MBLs est un mécanisme important de résistance aux
carbapénemes chez Pseudomonas sp. Chez Acinetobacter sp. le mécanisme enzymatique le
plus fréquent est la production d’ enzyme oxacillinases (OXA-23, OXA-24) (Noyad et al.,
2009; Zendti et al., 2016). Les bactéries a Gram négatif non fermentaires sont considérées
comme des pathogenes opportunistes, émergeants et multirésistants. Le plus souvent, ils sont
responsables d’infections nosocomiales difficiles a controler et atraiter, en particulier dans
les unités des soins intensifs (Peleg et al., 2008).

Les insectes étudiés sont aussi réservoirs des Entérocoques probablement
résistantes ala vancomycine, 13 ERV a été isolées chez 4 mouches collectés dans une oasis
a Biskra et d'un poulailler a Chlef, 3 cafards (Periplaneta americana) collectés a Bejaia,

1 coleoptera sp et 5 myriapoda (Glomerida) collectés de laméme oasis a Biskra.

Plusieurs études rapportent la fréquence d’isolement des Entérocoques résistantes
aux antibiotiques chez les mouches par Macovei et Zurek en 2006 au Etats-Unis, également

chez les fourmis montré par Fowler, et al., en 1993 au Brésil.

Les entérocoques sont naturellement résistants a de nombreuses classes
d’antibiotiques dont les B-lactamines et les aminosides. Les entérocoques peuvent acquérir
larésistance aux antibiotiques de fagon croisée, soit par I’ acquisition de génes de résistance

aux antibiotiques codés par des plasmides ou des transposons provenant d'autres
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microorganismes, soit par des mutations spontanées leur donnant ainsi un niveau de
résistance plus élevée (Kak et Chow, 2002).

La résistance acquise des entérocoques aux glycopeptides est médiée par divers
mécanismes. En Europe, vanA et vanB sont des genes les plus répandus chez les ERVs

(aussi le géene vacC comme une propriété intrinseque chez quel ques especes des ERVS).

Les réservoirs de genes de résistance a la vancomycine sont en majorités composés
de |’ espece E. faecium et causent des infections nosocomiales.

La résistance a la vancomycine chez E. faecalis est rare. Aucun isolat d E. faecalis
ayant unerésistance alavancomycinen’ aété observé chez lesmouches dans!’ étuderéalisée
par Macovei et Zurek en 2006 aux Etats-Unis. Ahmad et al., 2011 ont rapporté |’ absence des

souches d’' ERV chez les mouches et |es cafards dans leur éude.

Au cours de notre étude, nous avons isolées 13 souches d entérocoques chez les
insectes étudiés, ayant des CMI allant de 32pg/ml a >256pug/ml dont 4 souches seraient

probablement E. faecalis.

L'utilisation élevée d'antibiotiques non seulement en médecine humaine, mais aussi
en médecine vétérinaire ou méme dans l'agriculture, pourrait constituer une pression
sélective pour |a propagation des bactéries résistantes aux antibiotiques. Ceci est devenu une
menace majeure pour la santé humaine dans e monde. Les insectes peuvent étre considérés
comme des vecteurs importants a la diffusion généralisée des génes de résistance aux
antibiotiques, en vue de leurs contacts innombrables avec |"homme, et représentent un
réservoir considérable des souches résistantes antibiotiques. La connaissance des origines
de la résistance aux antibiotiques chez les insectes est importante pour |a santé humaine en
raison de |'importance croissante des maladies infectieuses ainsi, que pour la prédiction de

I’ émergence des pathogenes résistants.

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

approfondis et complétés par :

v L’éuded un grand nombre d’ espéces desinsectes afin d’ avoir une situation
plus précise sur larésistance aux antibiotiques chez les insectes en Algérie.
v Confirmer I’identification des souches;

v’ Caractérisation moléculaire des génes impliqués dans la résistance.
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ANNEXESI

Tableau | : Galerie biochimique d'identification des souches.

Citrate de Smmons

la pente de la gélose
par des stries
longitudinales et
incuber &37°C/ 24h.

citrate comme
seule source de
Carbone.

- Mode Caracteres .
Milieux , h Résultats
d’ensemencement recherché
Ensemencement du Nitrate réductase (+) :
milieu avec une s v 'rgge al r<\3uge QU
suspension Reéduction des milieu apres I'gout des deux

Bouillon nitraté L Nitratesen réactifsSNR | et NR 1.

bactérienne, et I . .
. . Nitrites. Nitratereductase(-) :
I’incubation est VAT
réalisée a 37°C/24h. -
milieu.
Lactose (+) : virage de la pente
au jaune.
Saccharose (+) : Virage au
Ensemencement dela | -Lactose. jaune au milieu de tube.
pentedelagélose par | -Glucose. Glucose (+) : virage de
des stries serrées, puis | -saccharose. culot au jaune.

TSI le culot par piglre -production de Gaz (+) : apparition des bulles
centrale et |I'incubation | gaz. ou des poches gazeuses qui
est rédiséea -Production décaent la gélose du fond de
37°Cl24h. d' H2S. tube.

Production d’'H2S:

Noircissement du

milieu.

Uréase (+) : Viragedu
On ensemence le milieu au rouge/ rose.
milieu avec une -Uréase. Indole (+) : Apparition

Urée-Indole susp(lerllsion -Indole. d'un anneawl rouge en surface
bacterienne, -Tryptophane apres l'gjout de quelques
I'incubation est désaminase gouttes de réactif de K ovacs.
effectuée a 37°C/24h. TDA (+): apparition d'un

précipité brun
Ensemencement du Test VP (+) : virage au
milieu par |’ gjout de rouge cerise aprés
quelque goutte de la I"gjout des réactifs VP | et VP

Clark et Lubs suspension Typefermentaire. | 1.
bactérienne, Test RM (+) : Coloration rouge
I”incubation est aprés |’ gjout de
réalisée 37°C/24h. réactif RM.

Ensemencement de Utilisation du

Citrate (+) : virage de milieu
au bleu et une culture sur la
pente.
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Tableau Il : Antibiotiques testés.

ch Diamétre
darge critére EUCAST
Antibiotiques | Abréviation | " Famille 2017 et 2013
disque
(HO)
S> R<
Amoxicillinet+ acide AMC 20+10 19 19
clavulanate
Céftazidime CAZ 30 26 21
Céfotaxime CTX 30 26 23
Céfoxitine FOX 30 B-lactamine 19 15
Ertapénéme ERT
M eropéneme MEM 10 22 16
Témocilline TEM 30 20 20
Vancomycine VA 10 Glycopeptide
Colistine CST 50 Polymixine 15 15
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Tableau | : Répartition des prélevements par origine en fonction des souches isolées sur les geloses additionnées aux antibiotiques

Nombr e des souches isolées su les géloses

Typesde prélévements Origine et nombre des pré évements
MacConkey+C3G MacConkey+MEM BEA+VAN
Poulailler
(CHLEF) 20 02 02 04
Moches .
(Musca domestica) Oasis (BISKRA) 10 01 07 08
Laboratoire
(BEJAIA) 01 01 00 00
Fourmis Champ deblé
(Lasius niger) (CHLEF) = Je pe e
Coleoptera sp Oasis (BISKRA) 10 02 02 03
Myriapoda .
(Glomerida) Oasis (BISKRA) 10 02 03 09
Cafards Hopital (CHLEF) 2 00 00 00
(Blatte orientale) 12
(Periplaneta americana) (BEJAIA) (08 FX, 07 1, 06 FIX) 04 01 03
ECBU 10 05 01 00
. Hopitaux
Pathologiques | Copro (CHLER) 03 02 00 00
Pus 01 01 00 00

FX : flore externe ; Fl : flore interne ; FXI : flore externe et interne
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Tableau VI : Répartition des souches d’ enterocoques selon la provenance des

prélevements
Codes Espéce d’insecte prlélg\efer?wint Date de prélévement
MO01 Mouche (Musca domestica) Oasis (Biskra) 30 mars 2017
M02 Mouche (Musca domestica) Oasis (Biskra) 30 mars 2017
MO03 Mouche (Musca domestica) Oasis (Biskra) 30 mars 2017
MO04 Mouche (Musca domestica) Oasis (Biskra) 30 mars 2017
M 06 Mouche (Musca domestica) Oasis (Biskra) 30 mars 2017
MQ7 Mouche (Musca domestica) Oasis (Biskra) 30 mars 2017
M08 Mouche (Musca domestica) Oasis (Biskra) 30 mars 2017
M14 Mouche (Musca domestica) Poulailler (Chlef) 29 avril 2017
M17 Mouche (Musca domestica) Poulailler (Chlef) 29 avril 2017
FX1 Cafa;?ni(zﬁgﬂ)a”ita Restaurant (Bejaia) 10 mars 2017
FX2 Cafa;ﬁqi(ﬁggﬁgnita Restaurant (Bejaia) 10 mars 2017
FX14 Cﬁi&fﬁ;f;?”ita L?g‘;ﬁgi)re 03 avril 2017
CP6 Coleoptera sp Oasis (Biskra) 22 mars 2017
CpP7 Coleoptera sp Oasis (Biskra) 22 mars 2017
CP10 Coleoptera sp Oasis (Biskra) 22 mars 2017
M P2 Myriapoda (Glomerida) Oasis (Biskra) 22 mars 2017
M P5 Myriapoda (Glomerida) Oasis (Biskra) 22 mars 2017
M P6 Myriapoda (Glomerida) Oasis (Biskra) 22 mars 2017
M P7 Myriapoda (Glomerida) Oasis (Biskra) 22 mars 2017
M P8 Myriapoda (Glomerida) Oasis (Biskra) 22 mars 2017
M P9 Myriapoda (Glomerida) Oasis (Biskra) 22 mars 2017
M P10 Myriapoda (Glomerida) Oasis (Biskra) 22 mars 2017
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Tableau |11 : Les phénotypes de résistance aux B-lactamines

AMC

CTX

CAZ

FOX

MEM

ERT

TEM

Codes Especes (30ug) | (30ug) | (Boug | (3oug |PPEH| Clox (101g) (10hg) | (30Hg) Phénotype
F1 Acinetobacter sp | 25(S) 40(S) 30(S) 25(S) - + NT NT NT Hypslrﬁrr?qc:)léction
F2 | Psaudomonassp | 20(1) | 35S) | 30(5) | 25(9 | - + NT NT | N7 | Fpeprodicion
F3 Pseudomonas sp I(R) 25(1) 17(R) 6(R) - + NT NT NT Hypsfﬁrr?qc;tgtion
F4 Pseudomonas sp 6(R) 14(R) 11(R) 24(S) - - NT NT NT Hypsyrﬁrr?%léction
F6 | Pseudomonassp | 15(R) | 30(9) | 28() | 15() | - + NT NT | N7 | Fpepredicion
F7 Acinetobacter sp 25(5) 40(S) 30(S) 25(9) - + NT NT NT Hypg{zr%%lécti on
F8 Pseudomonassp | 15(R) 30(S) 25(1) 25(S) - + NT NT NT Hypsf g%%léction
F9 Acinetobacter sp | 20(1) 30(9) 25(1) 20(9) - + NT NT NT Hypg{ f\ﬁ%‘fi on
F10 Pseudomonassp | 20(1) 30(S) 25(1) 23(9) - + NT NT NT Hypgg%%téction

M25 Pseudomonassp | 23(S) 21(R) 20R) | 25(9 - + NT NT NT Hypsf gr(r)%uccti on

M 26 Acinetobacter sp | 10(R) 10(R) 10(R) | 9(R) - - NT NT NT Hypslrﬁrr?qc:)léction

FIC1 ND 10R) | 21R) | 25(1) | 6(R) - NT NT NT NT | TRgRetion

FXC1 ND 259 | 20R) | 6R) | 6R | - | NT | NT NT | NT | FPeprodicton

FXIC4 ND 24(S) | 28(S) | 22(1) | 26(S) | - NT NT NT NT | TPgRetion

FXIC8 | Acinetobacter sp | 22(S) 35(S) 30(S) 27(S) - i NT NT NT Hypslr'r&rr?qc:)léction

CP8 Pseudomonassp | 12(R) 10(R) 10(R) | 10(R) - - NT NT NT Hypg{ﬁrr?]dpléction
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CP10

Acinetobacter sp

9(R)

I(R)

A(R)

I(R)

NT

NT

NT

Hyperproduction

d AmpC
MP5 Acinetobacter sp | 32(S) 30(S) 20(R) 15(1) - + NT NT NT Hypsfﬁr%%léctlon
MP8 BGNF 10(R) 20(R) 23() | 10(R) - + NT NT NT BLSE
U153 | Acinetobacter sp | 6(R) 13R) | 11(R) | 6(R) - - NT NT NT Hypgf/ﬂrr‘r’]‘:)‘g“o”
U173 | Pseudomonassp | 6(R) 21(R) | 15(R) | 11(R) - - NT NT NT ND
U198 BGNF 6(R) 14R) | 12(R) | 26(S) - - NT NT NT ND
U208 Klebsiella sp 6(R) 10(R) 10R) | 6(R) - - NT NT NT Hypsfﬁrr?qc:)tgtlon
C102 BGNF 6(R) 22(R) | 16(R) | 6(R) - - NT NT NT ND
C103 | Pseudomonassp | 6(R) 19R) | 17(R) | 6(R) - - NT NT NT Hypgf/ﬂr;‘:)‘gt'on
Fi4c BGNF NT NT NT NT NT NT 6(R) 6(R) 6(R) Carbapénémase
F7c Pseudomonas sp NT NT NT NT NT NT 13(R) 6(R) 9(R) Carbapénémase
M13c | Pseudomonas sp NT NT NT NT NT NT 16(1) 6(R) 6(R) Carbapénémase
M19c | Acinetobacter sp NT NT NT NT NT NT 8(R) 29(S) 6(R) Carbapénémase
CP3c | Pseudomonas sp NT NT NT NT NT NT 12(R) 6(R) 6(R) Carbapénémase
CP5c Acinetobacter sp NT NT NT NT NT NT 13(R) 8(R) 6(R) Carbapénémase
MP4c | Acinetobacter sp NT NT NT NT NT NT 20(1) 16(R) 6(R) Carbapénémase
M P5¢c BNGF NT NT NT NT NT NT 6(R) 6(R) 6(R) Carbapénémase
u208c Klebsiela sp NT NT NT NT NT NT 12(R) 15(R) 6(R) Carbapénémase

L égende : BGNF : Bactérie a Gram Négatif fermentaire ; ND : Non Déterminée
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ANNEXE Il

Composition des milieux de culture et réactifs (en g/l)

Gélose Mac Conkey
Peptone de caséine 17¢g
Peptone de viande 39
L actose 109
Mélange de selsbiliaires 15¢
Chlorurede sodium 59
Rouge neutre 0.03g
Cristal violet 0.001 g
pH 7.3
Gélose Mudller Hinton
Infusion de viande de beeuf 39
Hydrolysat de caséine 175¢g
Amidon 15¢
Agar 179
pH 7.4
Gélose TS
Extrait de viande de beeuf 39
Extrait delevure 39
Peptonetrypsique 2049
Chlorurede sodium 50
Citrateferrique 039
Thiosulfate de sodium 03g
Lactose 10g
Glucose lg
Sacchar ose 109
Rouge de phénol 0.05¢g
Agar 129

pH 7.4
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Milieu Urée-Indole

L -tryptophane 39
Phosphate monopotassique 19
Phosphate bipotassique 19
Chlorurede sodium 59
Urée 209
Alcool a90° 10 ml
Rouge de phénol 0.025g
pH 7
Milieu Clark-Lubs
Peptone trypsique de viande 59
Phosphate bipotassique 59
Glucose 69
pH 7
Milieu Citrate de smmons
Citrate de sodium 29
Chlorurede sodium 50
Sulfate de magnésium 029
Phosphate monoammoniaque 1g
Phosphate bipotassique 1g
Bleu de bromothymol 0.08¢g
Agar 159

pH 7.0
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Gélose mannitol-mobilité

Peptonetrypsique de viande 2049
Mannitol 29
KNO3 1lg
Rouge de phénol a 1% 0049
Agar 49
pH 7.6

Bouillon Trypticase soja

Peptone trypsique de caséine 179
Peptone papainique de soja 39
Chlorurede sodium 59
Phosphate bipotassique 29
Glucose 29
pH 7.3
GéloseEMB
Peptone pancr éatique de gélatine 10,09
L actose 1009
Phosphate dipotassique 2049
EosineY 049
Bleu de méthylene 65,0 mg
Agar agar bactériologique 15049
pH 7,0
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Résumeé:

L’ objectif de cette étude est d’'évaluer la résistance aux antibiotiques de la flore
bactérienne chez | es insectes dans différents environnement.

Un total de 89 échantillons a été collecté au niveau de Chlef, Biskra et Bgaia. Apres
isolement et identification, |es phénotypes de résistance aux antibiotiques ont é&té déterminés
par |’ utilisation des tests phénotypiques incluant le DD-test, test a la cloxacilline et le test
CIM. Une caractérisation phénotypique et des CMI ont été réalises chez les souches
d entérocoques.

Au total 17 souches de bactéries a Gram négatif ont éé sélectionnées. La
caractérisation phénotypique a montré que une souche était probablement productrice de
BLSE, 11 souches éaent productrices d AmpC naturelle, 5 produisaient des
carbapénémases et 13 souches d’ entérococques résistantes a la vancomycine ayant une CM|
supérieure a 32ug/mil.

Lesinsectes peuvent servir deréservoir et de vecteurs de bactéries multiresi stantes aux
antibiotiques.

Mots-clés: Insectes, BLSE, EPC, ERV, Algérie.

Abstract
The objective of this study was to evaluate the antibiotic resistance of bacterial flora

carrying by insects in different environments.

89 samples were collected at Chlef, Biskra and Beaia. After isolation and
identification, phenotypes of antibiotic resistance were determined by the use of phenotypic
tests including DD-test, cloxacillin test, and CIM test. Phenotypic characterisation of

enterococci and MICs to were determined.

A total of 17 strains of Gram-negative bacteria were selected. The phenotypic
characterization showed that one strain was probably ESBL producing, 11 strains hyper-
expressed AmpC, 5 were carbapenemases producing and 13 strains were vancomycin

resistant Enterococci with MICs greater than 32 ug /ml.
Insects can serves as reservoir and vector of antibiotic resistant bacteria

Keywords: Insect, ESBL, CPE, VRE, Algeria
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